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Resumen

Los biomateriales utilizados en regeneracion 6sea se encuentran en constante desarrollo, con el
objetivo de replicar el comportamiento mecanico y la morfologia del hueso. En este campo de
investigacion, el compuesto multifuncional formado por Hidroxiapatita (HAp) y fluoruro de
polivinilideno (PVDF) ha surgido como un fuerte candidato para llenar algunos vacios en
aplicaciones biomédicas, puesto que combina la bioactividad de la HAp, con la piezoelectricidad
del PVDF, ademas de ser biocompatible. El hueso posee propiedades piezoeléctricas que
desempefian un papel importante en la remodelacion y adaptabilidad 6sea, ademéas de cumplir con
funciones tales como: brindar soporte y ayuda al movimiento del cuerpo, regula los niveles de

fosforo y calcio en el organismo, transmitir el sonido entre otras.

Este trabajo se enfocd en la obtencion de compuestos HAp/PVDF mediante molienda mecénica,
slip casting y prensado uniaxial; se utiliz6 HAp obtenida de huesos bovinos (HAp-B) y porcinos
(HAp-P). Ademas, se obtuvo HAp combinando HAp-B/HAp-P en porcentajes 20/80, 50/50 y
80/20; fueron obtenidos compuestos en concentraciones HAp/PVDF de 5/95, 10/90, 15/85, 20/80,
25/85 y 30/70 en peso, con el fin de evaluar la influencia del porcentaje de HAp en las propiedades
estructurales y microestructurales del material compuesto. Las muestras se caracterizaron
mediante difraccion de rayos X (DRX), espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier
(FTIR), microscopia Optica, microscopia electronica de barrido (SEM), anélisis termogravimétrico
(TGA), microdureza y microtomografia computarizada de rayos X (micro-CT). Los resultados
permitieron evidenciar que a 650°C se obtiene HAp con Zn, Mg y Na como elementos traza a
partir de huesos bovinos y porcinos, ademds, de una fase secundaria de fosfato tricalcico p.
También se obtuvieron compuestos de HAp/PVDF en los cuales se potenci6 la formacion de la

fase electroactiva 3 del PVDF.
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Introduccidon

En la busqueda de biomateriales para la regeneracion 6sea, la investigacion estd encaminada al
desarrollo de nuevos biomateriales o a la modificacion de los existentes, para lograr propiedades
tales como la biocompatibilidad y la bioactividad, entre otras [1]. El tejido 6seo puede
autoregenerarse cuando hay un dafio de tamafio pequefio, como una grieta o una pequeia fractura.
Sin embargo, debido a la falta de vascularizacion® existe un umbral de tamafio critico (> 2,5 cm) a
partir del cual la reparacion osea fisioldgica no es suficiente para restaurar el tejido, lo que lleva a
la necrosis y muerte celular en el sitio interno de la zona afectada [2]. Los traumatismos, las
enfermedades degenerativas, los defectos congénitos y los factores asociados a tumores 0seos
pueden provocar defectos 6seos graves, por lo que es importante acelerar la reparacion y
regeneracion del tejido 6seo mediante una intervencion clinica. Dado que el trasplante de hueso
autdlogo y hueso xenogénico presentan bastantes limitaciones, el implante de biomateriales en
areas afectadas, para promover la reparacion y la regeneracion del tejido 6seo, se ha convertido en

el principal medio de tratamiento.

Los fosfatos de calcio bioactivos, como la hidroxiapatita (HAp—Cas(PO4)3OH), son usados en
medicina y odontologia, en implantes 6seos y en reconstruccion y/o sustitucion de tejido dseo [3].
De hecho, el uso de HAp ha aumentado notablemente, debido a la mejora en la calidad de vida

que proporciona su aplicacion en el reemplazo parcial o total de huesos fracturados.

El tejido 6seo posee propiedades piezoeléctricas, lo que hace que un esfuerzo mecanico se
convierta en un potencial eléctrico. El hueso, como material biologico, demuestra este efecto y es
sensible a la carga mecanica. La investigacion sobre el efecto piezoeléctrico en este campo es
prometedora para mejorar el crecimiento y la reparacion del tejido dseo, ya que se ha demostrado

que la piezoelectricidad juega un papel crucial en la remodelacion y regeneracion dsea [4].

En el desarrollo de materiales para uso en regeneracion osea los compuestos polimero/ceramica,

son una nueva alternativa, estos compuestos tienen la ventaja de ser moldeados en cualquier forma

1Se conoce como vascularizacion al proceso de formacion y desarrollo de vasos sanguineos en tejidos y 6rganos del
cuerpo.
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y obtenidos a temperaturas inferiores a 200°C. Ademas, pueden adaptarse para mostrar
propiedades térmicas similares al hueso de forma mas eficiente que los materiales metalicos. El
uso de estos compuestos poliméricos se justifica por su elevada biocompatibilidad, propiedades
mecanicas y propiedades multifuncionales que pueden utilizarse simultineamente para mejorar el
proceso de cicatrizacion. Teniendo en cuenta lo anterior, un polimero eléctricamente activo como
la fase polar B del fluoruro de polivinilideno (PVDF), que ademdas presenta propiedades
piezoeléctricas, es un buen candidato para la formacién de un compuesto polimero/ceramica. Los
compuestos basados en PVDF suelen ser bioactivos y no toxicos, y se han aplicado con éxito en
la construccion de mallas para hernias y en la cicatrizacion de tejido 6seo. El efecto piezoeléctrico
inverso en el PVDF también se puede utilizar para estimular eficazmente el crecimiento dseo en
la interfaz del implante 6seo y se ha demostrado que es posible incorporar una cantidad de
hidroxiapatita en la matriz del PVDF, formando un compuesto con uso potencial en aplicaciones

médicas y dentales [5].

En este documento se detalla el proceso de obtencion y caracterizacion de compuestos HAp/PVDF
obtenidos a partir de HAp de huesos bovinos y porcinos. Para una mejor comprension del
desarrollo de este trabajo, en el capitulo 1 se encuentra los fundamentos tedricos basicos: una
revision conceptual sobre los biomateriales, generalidades de la HAp y del PVDF.
Adicionalmente, se presentan los métodos de obtencion, procesamiento y caracterizacion
utilizados en este trabajo. En el capitulo 2 se describe la metodologia seguida en el proceso de
obtencion y procesamiento de los polvos cerdmicos y del material compuesto, también se
describen las técnicas y equipos utilizados para la caracterizacion de los sistemas obtenidos. En el
capitulo 3 se analizan los resultados de las caracterizaciones realizadas a las muestras de: (i) HAp
obtenida de hueso bovino y porcino, (ii) PVDF y (iii) los materiales compuestos de HAp/PVDF.
Finalmente, se presentan las conclusiones y las referencias utilizadas en el desarrollo de este

trabajo de investigacion.
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Capitulo I

Marco teorico






Los huesos son 6rganos vascularizados (contienen arterias, arteriolas y otras vias del sistema
vascular y linfatico) e inervados (una corriente eléctrica logra la activacion de los movimientos,
funciones y estructura) que estan compuestos de tejido 6seo, médula 6sea y tejido conectivo; estos
organos cumplen funciones tales como el soporte de los musculos, la proteccion de los 6rganos
internos, la produccion de células sanguineas, la autorregulacion del calcio y la transmision del
sonido [6]. La fase mineral del hueso estd compuesta principalmente por cristales de hidroxiapatita
(HAp) [7, 8]. El hueso mostrado en la figura 1.1, contiene un 30% de segmentos organicos y 70%
de segmentos inorganicos; casi el 90% del segmento organico es colageno y el 10% residual se

compone de proteinas. se presenta una descripcion grafica de las generalidades del hueso [9, 10].

Hueso sano Estructura del tejido Microestructura Nanoestructura

Osteon (Sistema
SO

N

Laminifla (~ 7 pm)

48 Hidroxiapatita

; l (~50 x 25 x 2 nm)

&

Triple hélice de colageno
(~300 x 1,5 nm)

Fibrillas de colageno (~ 50 nm)

Periostio

Fibra de coldgeno (~5 ym)

Canal osteonico

f Moléculas de colageno
Hueso compacto ‘

Cristales de hidroapatita

Vista microscopica

Vasos sanguineos
9 Fibritlas mineralizadas

Figura 1.1 Estructura del hueso [11].

Los trastornos 6seos degenerativos como la osteoporosis debilitan los huesos, hasta el punto de
que incluso tensiones leves como agacharse, levantar un objeto o toser, pueden causar una fractura;
esto conduce a una disminucion en la calidad de vida debido al dolor intenso, la pérdida de
movilidad y la disminucion de la funcionalidad [12]. Es conocido que la osteoporosis y sus
consecuencias aumentan exponencialmente con la edad [13]. De acuerdo con el censo establecido
en 2011 en Argentina, Bolivia, Brasil, Chile, Colombia, Costa Rica, Cuba, Guatemala, México,
Nicaragua, Panama, Pert, Uruguay y Venezuela, entre el 13 y 29% de la poblacion son personas
mayores de 50 afios, y se predijo que para el afio 2050 el porcentaje de personas mayores de 70
afos alcanzaria un promedio de 280%, por tanto, los problemas de tipo 6seo afectaran a la mayor

parte de la poblacion. Para dar solucion a esta problematica, el avance en la ciencia de materiales
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ha permitido el desarrollo de biomateriales fabricados de metales, cerdmicas, polimeros y
materiales compuestos, que han sido usados a traves de décadas como sustitutos 0seos. Estos
materiales se modifican para que puedan adaptarse y suplir las propiedades mecénicas, bioldgicas
y quimicas especificas de los tejidos; sin embargo, estas opciones todavia tienen problemas
asociados con la respuesta a cuerpos extrafios y la integracion deficiente con los tejidos del
huesped, por lo que la busqueda de nuevos materiales para aplicaciones biomédicas continua

vigente [14].
1.1 Caracteristicas de los huesos

El hueso es un tejido que mantiene en constante remodelacion. La formacién de tejido 6seo se
lleva a cabo por la proliferacion de células osteoprogenitoras y la diferenciacion en osteoblastos,
responsables de la regulacion, de la mineralizacion y produccion de colageno a través de proteinas
funcionales como la osteocalcina y la fosfatasa alcalina [15]. A su vez, la cicatrizacién dsea
requiere, tanto de una buena estabilidad mecénica y revascularizacion, como de procesos de
osteogénesis, osteoinduccion y osteconduccion. La osteoinduccion es el proceso mediante el cual
las células primitivas son estimuladas para convertirse en el linaje de células formadoras de hueso,
mientras que la osteoconduccion es el proceso mediante el cual el hueso crece en una superficie,
en los poros, canales o conductos [16]. El hueso es un material piezoeléctrico, ya que las corrientes
eléctricas son responsables de la transduccidn del estrés mecanico en reacciones bioquimicas. La
mecano-transduccidn, es un proceso bioldgico complejo a través del cual la carga mecanica
aplicada al hueso se transforma en sefializacion bioquimica que regula la remodelacion de tejido
0seo; en este proceso, la configuracion y polarizacion de canales i6nicos y proteinas desarrollan
un papel fundamental. En cuanto a las implicaciones de las corrientes eléctricas en los canales
10nicos, se ha propuesto que la electroestimulacion es capaz de aumentar la concentracion local de
Ca’", este aumento regula las funciones de los osteoblastos y modula una amplia gama de procesos

bioldgicos involucrados en la regeneracion 6sea [17].

El hueso (figura 1.2), forma parte de los tejidos conjuntivos, siendo la mineralizacion una
caracteristica importante, puesto que le proporciona al hueso dureza, resistencia y proteccion al
estrés mecanico; también lo convierte en una reserva de fosfato y calcio para el organismo [18].

Es necesario que el hueso se encuentre en continua remodelacidon para responder a diferentes
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funciones como: (i) mantener el equilibrio fosfocalcico, (ii) favorecer la hematopoyesis en el
adulto, (ii1) sostener el aparato locomotor, (iv) equilibrar el estado hormonal y citocinico; esta
remodelacion se da gracias a la actividad conjunta de los osteoclastos, encargados de reabsorber
el tejido dseo antiguo, y de los osteoblastos que sintetizan la nueva matriz 6sea [19]. El hueso es
el 6rgano mas fuerte del cuerpo humano, la capa més externa del hueso esta cubierta con periostio,
y el hueso interno junto con la medula 6sea son ricos en vasos sanguineos, linfaticos y nervios. El
periostio desempefia un papel fundamental en el nacimiento, crecimiento, transformacion,
reparacion y regeneracion dsea, por lo que una pérdida importante de periostio conlleva a una
regeneracion anormal del tejido dseo, causando problemas y dificultades para la curacion de

fracturas [1].

Este proceso de auto regeneracion 6sea no contempla la reparacion de defectos 6seos de gran
tamafio. Algunas terapias actuales para el tratamiento de estos defectos 6seos son el autoinjerto, el
aloinjerto, implantes metalicos e implantes cerdmicos. Los sustitutos 6seos comparables con el
hueso fisiologica, quimica y bioldgicamente han sido foco de un gran trabajo de investigacion y
desarrollo, buscando alternativas a los inconvenientes asociados con los trasplantes 6seos naturales
[20]. Los sustitutos dseos actualmente se estan desarrollando a partir de materias primas tanto
naturales como sintéticas; tales sustitos son del tipo cerdmicas de fosfato de calcio, biovidrios,
vitroceramicas bioactivas y polimeros biocompatibles, bioactivos y biodegradables [21].

Anatomia del hueso

3 Vasos sanguineos

Hueso esponjoso de la médula 6sea

(contiene médula roja)

Célula madre
sanguinea

=\
>

Glébulos rojos

Glébulos blancos

Plaquetas
.
~%e

*
ve
»

Figura 1.2 Anatomia del hueso [22].
21



1.2 Evolucion de los biomateriales

Los biomateriales son sustancias naturales o sintéticas que ayudan a reparar, reemplazar o mejorar
cualquier tejido u 6rgano del cuerpo, es decir, estan destinados a interactuar con tejido vivo por lo
que deben contar con ciertas propiedades, como lo son la no toxicidad, bioactividad,
biodegradacion, biocompatibilidad, entre otras [23]. El avance en ingenieria y regeneracion de
tejidos han mostrado el amplio potencial de los biomateriales para aplicaciones biomédicas que se
han agrupado en cuatro generaciones teniendo en cuenta sus caracteristicas funcionales,

presentadas en la tabla 1.1.
1.2.1 Biomateriales de primera generacion

Alrededor de 1960, surge el desarrollo de la primera generacion de biomateriales, a fin de poder
obtener una combinacién de propiedades que imitaran al tejido reemplazado, con una respuesta
toxica muy baja para el huésped; estos biomateriales fueron denominados bioinertes, es decir,
materiales que no interactiian con el tejido circundante, por lo que no estimulan el crecimiento y
formacion de hueso, dando como resultado la formacion de tejido fibroso. Dentro de esta
generacion se encuentran metales como el titanio y aleaciones de titanio, acero inoxidable,
aleaciones de cobalto-cromo, etc., polimeros sintéticos como el polimetacrilato de metilo y teflon
y cerdmicos como la aliimina y la circonia [24]. La primera generacion de biomateriales presentd
una serie de inconvenientes al ser incorporados en el tejido vivo, como: infecciones, desgaste,
liberacion de iones y toxicidad, causando efectos adversos y en muchas ocasiones hasta la muerte,
siendo necesario continuar investigando formas de regenerar tejidos, es asi como surge los

biomateriales de segunda generacion.

Tabla 1.1 Clasificacion de biomateriales

Primera Tercera generacion Cuarta
generacion generacion

» Materiales » Materiales » Materiales « Materiales
bioinertes bioactivos y multifuncionales inteligentes
bioreabsorbibles
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1.2.2 Biomateriales de segunda generacion

En aras de dar solucion a los problemas presentados por la primera generacion de biomateriales,
la segunda generacion incluye polimeros biodegradables, naturales y sintéticos como el coldgeno
y el poliéster; fosfatos de calcio sintéticos o derivados de materias primas como corales, algas,
hueso bovino y porcino, carbonato de calcio sintético o natural obtenido de cascara de huevo, los
sulfatos de calcio y vidrios bioactivos. El tener biomateriales derivados de la naturaleza puede
ofrecer grandes beneficios en cuanto a la biocompatibilidad y biodegradabilidad, puesto que son
componentes esenciales de los tejidos. Polimeros naturales como el colageno y el acido hialurénico
pueden dar una guia de informacion biologica a las células conduciendo a una mejor unién celular,
como también a una mejor respuesta quimiotactica en comparacion a los polimeros sintéticos. Sin
embargo, pueden presentar inconvenientes como: la necesidad de procesos de purificacion,

respuesta inmunogénica, degradacion, entre otros [25].
1.2.3 Biomateriales de tercera generacion

Corresponde a los biomateriales que tienen como objetivo soportar y estimular la regeneracion de
tejidos utilizando células vivas y la funcionalizacion de superficies. Un ejemplo son los andamios
de materiales poliméricos, que son polimeros generalmente modificados superficialmente con una
configuracion porosa y geometria determinada que favorecen de adhesion celular [26]. La
funcionalizacion de superficies es un tema de gran interés en la ciencia de los materiales, en ese
sentido, el recubrimiento de materiales inertes con biomoléculas es una de las herramientas mas
utilizadas para mejorar su compatibilidad (figura 1.3), puesto que la interfaz entre los biomateriales

y el entorno fisioldgico desempena un rol muy importante en la eficiencia y rendimiento del

Proteinas de s O

membrana

biomaterial [27].

Sin Interacclén eélula-material
Superficie
bioinerte
- Ac
i

Proceso de funcionalizacién
Activacién celular

Intoraccién
céluta-material

Superficie
funcionalizada

Moléculas bioactivas

Figura 1.3 Interaccion entre células y superficie funcionalizada [27].
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1.2.4 Biomateriales de cuarta generacion

El desarrollo y la aplicaciéon clinica de biomateriales durante los Gltimos afios, ha tenido gran
impacto en los campos de la medicina, ingenieria, biologia y demas ramas implicadas en la
busqueda de soluciones a problemas humanos. Sin embargo, hasta ahora ningin biomaterial puede
cumplir perfectamente con todos los requisitos necesarios para su funcion. El uso de metales como
el titanio, niquel, cobalto, cromo y sus aleaciones en la fabricacion de biomateriales satisfacen
requerimientos de biocompatibilidad y osteointegracion, ademds de poseer buenas propiedades
mecanicas, resistencia a la corrosion, obtencion y disponibilidad. No obstante, el principal
problema que presentan los implantes metalicos corresponde al deterioro que presenta el hueso
receptor, conllevando a una disminucidn en la tasa de osteointegracion e infecciones centradas en
el implante [27]. Los biomateriales que actian eficazmente en sistemas biologicos, como en el
tratamiento y curacion de tejidos dafados o perdidos, deben ser capaces de imitar las propiedades
de los tejidos naturales del organismo en sus diversos aspectos (quimico, fisico, mecanico y
superficial). Estas caracteristicas influyen en la adhesion y proliferacion celular y son cruciales
para el éxito del tratamiento [28]; en consecuencia, los investigadores han dirigido sus estudios al
uso de biomateriales inteligentes para aumentar su funcionalidad [29]. Los biomateriales
inteligentes pueden influir de manera positiva en la regeneracion de tejidos haciendo uso de la
estimulacion fisica, quimica, eléctrica o magnética, partiendo de que la estimulacion interna o
externa de células madre a través del implante puede inducir la formacién de nuevo tejido 6seo,

proceso conocido como osteogénesis, como se presenta en la figura 1.4 [31].

Figura 1.4. Regeneracion 6sea mediante biomateriales [30].
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El aprovechamiento de las sefiales mencionadas en el desarrollo de nuevos biomateriales cumple
un papel fundamental, sumado al desarrollo de nuevas tecnologias que permiten obtener
biomateriales que imitan los naturales y consecuentemente comprender el mecanismo de muchos
procesos biologicos. La biomimética, en la ciencia de materiales y la ingenieria de tejidos esta
centrada en imitar procesos biologicos naturales durante la sintesis para obtener estructuras y
composiciones similares a los tejidos naturales; es decir, el desarrollo de los biomateriales de
cuarta generacion considera la naturaleza y su funcionamiento como referente para disefar

materiales que fomenten la regeneracion de tejidos de la mejor manera posible [31].
1.3 Biomateriales compuestos

El proceso de regeneracion de tejidos estd compuesto por tres etapas: respuesta inflamatoria,
proliferacion y diferenciacion de células y finalmente la remodelacion [32]. La reparacion de
tejidos requiere satisfacer las necesidades fisiologicas de los tejidos complejos, imponiendo a los
biomateriales mayores requerimientos puesto que debe servir de enlace para mantener la
homeostasis, ademas, adecuarse a cada etapa del proceso de regeneracion [33]. En este sentido,
los biomateriales convencionales carecen de caracteristicas y funcionalidades que presenta el
hueso natural [34], por lo que se hace necesario el uso de biomateriales inteligentes que al
interactuar con las células y tejidos circundantes presenten caracteristicas, propiedades y
funcionalidad similar al tejido 6seo natural. Las caracteristicas de los biomateriales inteligentes
incluyen efectos instructivos, inductivos, desencadenantes o estimulantes tanto en las células como

en los tejidos que lo rodean [35].

Para obtener biomateriales inteligentes, los investigadores han recurrido al desarrollo de
biomateriales compuestos, es decir, que son formados por la uniéon no quimica de dos o mas
materiales; dicha unidén provee la combinacion de las propiedades de los materiales que lo
conforman dando lugar a multiples funciones, convirtiéndose en una buena opcion para la
regeneracion de tejido 6seo [39]. Para satisfacer los requerimientos necesarios en medicina y
traumatologia es necesario obtener biomateriales revolucionarios que puedan brindar resultados
rapidos y eficaces superando los disponibles actualmente. Lo anterior, se convierte en la razéon
para estudiar los biomateriales compuestos basados en la unidén polimero/ceramica. En este trabajo

de investigacion se fabricaran compuestos piezoeléctricos/bioactivos a partir de Fluoruro de
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Polivilinideno (PVDF) e Hidroxiapatita (HAp) natural; puesto que, de acuerdo con la literatura,
los compuestos basados en PVDF son bioactivos y no toxicos, ademas han sido utilizados

previamente en aplicaciones biomédicas [5].
1.3.1 Hidroxiapatita (HAp)

La hidroxiapatita es una ceramica bioactiva con estructura quimica y propiedades similares a la
del componente inorganico de huesos y dientes. La HAp pertenece a la familia de las apatitas,
cristales que se pueden describir mediante la formula A19(BO4)sC2, donde A es calcio, B fosforo
y la posicion C puede estar ocupada por iones de fluor, cloro o un ion hidréxido, recibiendo asi el
nombre de fluoroapatita, cloroapatita e hidroxiapatita, respectivamente. La HAp esta compuesta
esencialmente por calcio y fésforo, con una relacion molar ideal Ca/P de 1,67; este fosfato célcico
tiene estructura hexagonal compacta (HCP) como se muestra en la figura 1.5, con parametros de
reda=b=9,432 Ay c=6,880 A y una densidad teérica de 3,16 g/cm® [36, 37]. La HAp obtenida
a partir de fuentes naturales (hueso de mamiferos, escamas de pescado, conchas, plantas, fuentes
minerales, entre otras.) contiene iones como magnesio, sodio, potasio, silicio, estroncio y hierro,
lo que, sumado a su bajo costo de procesamiento la convierte en un material atractivo para la
investigacion y aplicaciones biomédicas. Ademas, se ha reportado que la HAp natural es mas
biodegradable que la sintética [34, 43]. La HAp tiene una amplia gama de aplicaciones, entre ellas:
reconstruccion Osea [38], reparaciones de huesos faciales, protesis ortopédicas [33],
recubrimientos de protesis metalicas [39], implantes dentales [40], prétesis de oido medio [41, 42],

entre otras.

En 1920, Albee y Morrison investigaron la influencia de los fosfatos de calcio en la estimulacion
de la regeneracion 6sea, descubriendo que estimulaban la formacion de hueso, este descubrimiento
fue el inicio de un nuevo campo de conocimiento; la HAp sintética fue introducida por primera
vez en la primera mitad del siglo XX por Barrett et al.; en 1993, Basle et al. analizaron los efectos
de la HAp sintética y natural derivada del hueso bovino en la respuesta celular, revelando que la
formacion de hueso utilizando HAp natural era mas répida que con el uso de HAp sintética, lo que

indicaba una mayor funcion de los osteoblastos [43].
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Figura 1.5. Estructura cristalina de la Hidroxiapatita [44].

La tendencia a obtener HAp a partir de fuentes naturales ha continuado hasta nuestros dias,
utilizando diversas fuentes naturales [45]; una de las potencialidades de la HAp de fuente natural
es su contenido de diferentes iones (que no necesariamente estan presentes en la HAp sintética),
los cuales cumplen funciones en el organismo, algunas de las cuales se presentan en la tabla 1.2.
La disponibilidad de estos iones en las fuentes naturales, asi como su bajo costo de procesamiento
y otros factores mostrados en la figura 1.6, convierte a las fuentes naturales en la opcidn preferida

para materia prima en la obtenciéon de HAp y posteriores aplicaciones biomédicas [45].

Tabla 1.2. Elementos traza y efectos biologicos de la HAp natural [43].

Elemento traza Efectos biologicos

Inhibe la formacién de células de osteoclastos

Zinc Evita la osteoporosis y aumenta la angiogénesis

Mejora la diferenciacion de las células osteogénicas

Favorece la adhesion celular y mejora de la bioactividad.

Magnesio Estimula la diferenciacion celular
Estimula la actividad de los osteoblastos y evitar la osteoporosis
Fluor Dificulta la proliferacion de osteoclastos
Mejora la fuerza y la resistencia a la corrosion
Silicio Mejora la diferenciacion celular y la propiedad mecanica
Mejorar la diferenciacion osteogénica
Ausencia de citotoxicidad
) Mejora la actividad y proliferacion de los osteoblastos
Estroncio

Promueve la adhesion celular, la proliferacion y la actividad de la
fosfatasa alcalina
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Figura 1.6. comparacion entre HAp natural y HAp sintética [43].

1.3.1.1 Fuentes naturales de HAp

La HAp obtenida de huesos bovinos es deficiente en Ca, lo que genera cambios estructurales que
repercuten en el rendimiento bioactivo y mecédnico del hueso, incluyendo las propiedades
biomiméticas [43, 45]. Segun la literatura, la extraccion de HAp de huesos de mamiferos se realiza
mediante la calcinacion a temperatura superior a 650°C. En la tabla 1.3, se muestra algunos

parametros empleados para la obtencion de HAp proveniente de huesos de algunos animales [43].

Tabla 1.3. Parametros de obtencion de HAp a partir de huesos de animales [43]

vamirs | Portunien | praso | Vhdadde [ | fenmole
Porcino 30 minutos 12 h /80°C 10 °C/min 800°C y 700°C 2h-3h
Avestruz 4 horas 12 h /120°C 5°C/min 650°C y 950°C 6 horas
Bovino 1 hora 3 semanas 10°C/min 750°C 6 horas
Bovino 3 horas 24ha100°C 5°C/min 850°C 2 horas

La fuente natural debe someterse a un pretratamiento que consiste en eliminar de manera manual
el contenido orgénico, para luego sumergir la fuente determinado tiempo en alcohol o acetona para
eliminar la grasa que no es posible ver a simple vista. La mayor parte de la literatura propone
utilizar la calcinacion como método de extraccion, siendo que cuando son calcinados a
temperaturas superiores a 600°C la HAp se puede convertir en B-trifosfato de calcio (B-TCP), es

decir, se puede obtener una ceramica monofasica o bifésica [43, 45].
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Las céscaras de huevo y caracoles son fuentes ricas en calcio, ademas, han mostrado un potencial
como biomateriales y precursores de HAp bioactiva. La céscara de huevo representan
aproximadamente el 11% del peso total del huevo, y se compone de ~94% de CaCOs, 1% de
Ca(POs4)2 y un 4% de materia orgénica, a su vez, las conchas de caracol son excelentes fuentes de

HAp de alta pureza [45].
1.3.2 Fluoruro de polivinilideno (PVDF)

Las sefiales bioeléctricas se han relacionado con diferentes comportamientos celulares como
diferenciacion, proliferacion, apoptosis, migracion, entre otras; asi mismo, los estimulos eléctricos
también pueden tener efecto en la reparacion y regeneracion de tejidos como la piel, huesos y
nervios [28]. El hueso es un material piezoeléctrico, es decir, su deformacion produce
bioelectricidad, que a su vez influye en varios procesos bioquimicos del cuerpo humano, incluida
la formacion de hueso. Por lo anterior, es claro que el efecto piezoeléctrico debe ser un parametro
relevante a tener en cuenta en el desarrollo de biomateriales innovadores, sustitutos del tejido dseo.
Un material que presenta un gran potencial para dicha aplicacion es el compuesto que combina la

HAp con el polimero piezoeléctrico biocompatible, fluoruro de polivinilideno [28].

E1 PVDF es un polimero semiscristalino? de la familia de los fluoropolimeros, tiene una estructura
polimérica simple con unidad repetitiva (C2H2F2), como se muestra en la figura 1.7a. El PVDF es
un polimero piezoeléctrico, hidrofobico, flexible, con elevada estabilidad térmica, excelente
resistencia mecanica y quimica entre otras propiedades que se relacionan en la tabla 1.4, ademas
de ser biocompatible; es soluble en algunos solventes organicos como la N.N-dimetilacetamida

(DMACc), dimetilformida (DMF) o Dimetilsulfoxido (DMSO) [28, 46].

El PVDF es adecuado para aplicaciones en la ingenieria de tejidos, ya que cuando se estimula
mecanicamente, la superficie genera cargas eléctricas las cuales aumentan la proliferacion y
diferenciacion de osteoblastos y células madre adiposas humanas [47]; se puede presentar en

cuatro fases polimorficas a, B, y y o (figura 1.7b), para aplicaciones biomédicas se ha comprobado

2 Polimero semicristalino: es un polimero que alcanza cierto nivel de organizacion regular de sus cadenas, obteniendo
zonas organizadas denominadas zonas cristalinas. (GUTIERREZ VALENCIA, T. M. (2019). Polimeros:
Generalidades y tendencias de investigacion en Colombia. UNIVERSIDAD DEL CAUCA.
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que la fase B exhibe mejores resultados ya que tiene propiedades piezoeléctricas mejoradas

promoviendo una mayor diferenciacion osteogénica [48].

Tabla 1.4 Principales propiedades del PVDF [49]

Propiedad Unidad Valor
Densidad g/cm’ 1,78
Punto de fusion °C 160-172
Cristalinidad % 35-70
Conductividad térmica W/(m-K) 0,2
Resistividad volumétrica Q-m >1014
Coeficiente de expansion lineal K! (120-140)x10¢
Modulo de elasticidad MPa 1300-2200
Dureza 78

HOF] ™ B
- Hidrogeno
TC—C " B B
C—C e
| | Fase y
H P e b
N (a) (b)

Figura 1.7. Fluoruro de polivinilideno (PVDF), (a) estructura y (b) fases [50].

1.4 Obtencion de materiales compuestos basados en HAp/PVDF

Se han obtenido compuestos de polimero/ceramica en polvo, material en bloque y pelicula a partir
de procesos mecénicos tales como molienda, compactacion y sintesis a bajas temperaturas, spin
coating, dip coating, electro hilado, entre otros [28, 48]. La HAp como materia prima obtenida de
fuentes naturales puede ser extraida utilizando metodologias comunes, incluidas la calcinacion,

hidrdlisis alcalina, precipitacion hidrotermal y combinaciones de estas técnicas [43, 45].

En este trabajo de investigacion se obtuvieron compuestos HAp/PVDF en forma de polvo,

membrana y pastilla mediante molienda mecénica, slip casting y prensado uniaxial
1.4.1 Molienda mecanica

La molienda mecanica es un proceso mediante el cual se lleva a cabo la fragmentacion de la
muestra en forma de polvo, que resulta cuando ésta queda atrapada en colisiones entre el medio de
molienda (bolas) o entre éste y la pared interior del recipiente donde se encuentra. El proceso de

molienda se lleva a cabo hasta que la mezcla alcanza un estado estable, es decir, hasta que la
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composicion de cada particula sea la misma que la proporciéon de los polvos de partida. El polvo
molido puede ser consolidado en volumen y tratarse térmicamente para modificar la
microestructura de acuerdo con las propiedades deseadas. Durante el proceso de molienda
mecanica también pueden ocurrir reacciones quimicas, generando productos con naturaleza

distinta al material de partida. Cuando esto ocurre, se le denomina “‘sintesis mecanoquimica” [51].

1.4.2 Slip Casting

El proceso de colado se utiliza para consolidar polvos ceramicos, cementos y metales, permitiendo
obtener formas que no se pueden obtener por prensado. El proceso consta de los siguientes pasos:
(1) preparar una suspension con los polvos ceramicos y aglutinantes si los requiere, (ii) la barbotina
se mezcla bien y se vierte en un molde y (iii) secar y retirar la pieza seca. Es un método econémico

y que no requiere herramientas o equipos costosos [52].
1.4.3 Prensado uniaxial

El prensado es la compactacion y conformacion simultanea de un material en polvo o granular
confinado en una matriz rigida o un molde flexible. Las etapas del prensado en seco incluyen (i)
el llenado de la matriz, (ii) la compactacion y el moldeado, y (iii) la expulsion. Los polvos fluyen
libremente y se introducen en la matriz hasta alcanzar el volumen deseado. Los movimientos del
piston y de la matriz suelen coordinarse para inducir el vacio y favorecer la sedimentacion del
polvo en la cavidad de la matriz. Los polvos sometidos a prensado deben fluir libremente, tener
una densidad relativamente alta, estar compuestos por particulas deformables y ser estables en
condiciones ambientales. Las piezas prensadas no deben adherirse al piston y deben ser lo
suficientemente resistentes como para soportar la expulsion y la manipulacion posterior sin
colapsar. Una buena fluidez del polvo, una densidad uniforme del relleno y una velocidad de
prensado rapida son esenciales para un proceso reproducible. Las particulas densas, casi esféricas,
con superficies lisas y no pegajosas y con un tamafo superior a 20 pum tienen un buen
comportamiento. La presencia de mas de un 5% de particulas finas con tamafio < 20 um puede a
veces detener el flujo por completo, ya que las particulas finas pueden entrar en el espacio entre el
piston y la pared de la matriz, lo que aumenta la friccion y reduce el escape de aire. Los problemas

de prensado se reducen cuando la densidad aparente de la alimentacion en la matriz, denominada
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densidad de llenado es alta. En el prensado en seco, la presion producida por los pistones en
movimiento compacta el polvo en una pieza cohesiva con una forma y microestructura
determinadas. La tasa de densificacion es alta al principio, pero luego disminuye rapidamente para
presiones superiores a 5-10 MPa. La presion inicial se transmite mediante contacto entre las
particulas, cuya deformaciéon se produce por el deslizamiento y posterior reorganizacion. La
deformacion de las particulas reduce la porosidad intergranular y aumenta el nimero y la superficie
de los contactos intergranulares. Al examinar el comportamiento pueden identificarse tres etapas
de compactacion: (i) flujo y reorganizacion de las particulas, (ii) deformacion de las particulas y

(ii1) densificacion [53].
1.5 Técnicas de caracterizacion

Para elegir el tipo de caracterizacion de los polvos, las pastillas y las membranas de HAp-PVDF
obtenidas en esta investigacion, se tuvo en cuenta la necesidad de conocer la estructura y
microestuctura (grupos funcionales, fases, pardmetros de red, volumen de celda), la morfologia
(tamano y forma de particula), la microarquitectura (distribucion de la red de poros). A seguir se

describen las técnicas de caracterizacion utilizadas.
1.5.1 Espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier (FTIR).

La espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier (FTIR) es una técnica analitica
instrumental que permite conocer los principales grupos funcionales de la estructura molecular de
un compuesto. La region del espectro infrarrojo comprende radiacién con nimeros de onda entre
12800 y 10 cm™ o longitudes de onda de 0.78 a 1000 pm. Tanto desde el punto de vista de las
aplicaciones como de los instrumentos, es conveniente dividir el espectro infrarrojo en tres

regiones, (1) cercano, (ii) medio y (iii) lejano [54].

El espectro infrarrojo de un compuesto es una representacion grafica de los valores de % de
transmitancia (%T) o absorbancia (%A) en funcion de los valores de longitud de onda (um) o
ntiimero de onda (cm™). La absorcién de radiacion IR por un compuesto a una longitud de onda
dada, origina un descenso en el %T o %A, lo que se pone de manifiesto en el espectro en forma
de una banda de absorcion [54]. En la espectroscopia infrarroja, la radiacion IR pasa a través de la
muestra, parte de la radiacidon es absorbida por el material y otra parte es transmitida; el espectro

resultante representa la absorcion y transmision molecular. Los enlaces moleculares vibran a varias
32



frecuencias dependiendo de los elementos y tipos de enlace presentes; para un enlace dado, existen
varias frecuencias especificas en los cuales estos pueden vibrar. De acuerdo a la mecanica cuantica,
estas frecuencias corresponden al estado base (bajas frecuencias) y a varios estados excitados (altas
frecuencias). El aumento en la frecuencia de vibracion molecular se debe a la excitacion de los
enlaces cuando absorben la energia de la radiacion emitida. La transicion dada entre dos estados
de energia (determinados por la longitud de onda) o més exactamente la diferencia de energia entre
estos estados (usualmente estado base Eo y primer estado excitado E;) viene dada por la siguiente

expresion [55]:
E,—Ey=— (1.1)

Donde / es la constante de Planck, c es la velocidad de la luz y A es la longitud de onda de la
radiacion emitida. La energia correspondiente a las transiciones dadas entre los estados de
vibracion molecular esta aproximadamente entre 1 a 10 kilocalorias/mol, que corresponde a la

region de infrarrojo del espectro electromagnético.
1.5.2 Difraccion de rayos X

La difraccion de rayos X es una técnica analitica no destructiva y de las mas importantes en la
caracterizacion de materiales cristalinos [56]. Esta técnica se fundamenta en la ley de Bragg para
interferencias constructivas. Bragg desarroll6 una explicacion sencilla de lo que sucede cuando un
haz monocromatico de rayos X incide en un cristal; cuando el haz incide con un angulo 6 en una
estructura ordenada, la ley establece que, para que se presente interferencia constructiva
(difraccion), es necesario que la diferencia de caminos recorridos sea un multiplo entero de la

longitud de onda del haz incidente, esto es:
2dsen(8) = nA (1.2)

Donde, d representa la distancia interplanar, n el orden de difraccion y A la longitud de onda de la
fuente de rayos X. Los s6lidos que poseen orden periddico son cristalinos y por tanto dan lugar a
patrones de difraccion bien definidos. Las distancias entre los diferentes planos que definen la red
cristalina determinan el valor del angulo de Bragg, cuya posicion se considera como la “huella de
identidad” del solido ordenado. De este modo los patrones de difraccion suministran informacion

inequivoca de la estructura cristalina [57].
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1.5.3 Analisis Williamson-Hall (W-H)

El ancho del pico de Bragg es una combinacion de efectos dependientes tanto del instrumento
como de la muestra. Para eliminar el efecto asociado al instrumento se refina el difractograma
obtenido con un patrén de calibracion del equipo. El ancho de un pico de difraccion puede

escribirse como [58].

— 2 2
Bl% - |ﬁmedido - Binstrumentall (1-3)

D=2 (1.4)

- Lpcosb

Donde, Bp es el ensanchamiento debido a la muestra, Bmedido €1 ensanchamiento total medido del
difractograma, Pinstrumental €l ensanchamiento debido al instrumento y la ecuacion (1.4) es la
conocida ecuacion de Scherrer. Las imperfecciones cristalinas y la distorsion de la red, induce

Bs

an@’

ensanchamiento de los picos, estos parametros estan relacionados por la expresion € = -

., . .1 .
ecuacion de Scherrer sigue una dependencia —5g Pero no con la tan 6 como aparece en el método

W-H. Esta diferencia radica en que ambas causas microestructurales: tamafio del cristalito y las
microdeformaciones, simultdneamente influyen en el ancho del pico de difraccion. Para las
diferentes posiciones de 6, un analisis W-H permite separar las contribuciones del tamafo del

cristalito y las microdeformaciones, utilizando las siguientes relaciones:

Brki = Bs + Bp (1.5)
kA

Bt = (m) +4etan (1.6)

Brii cos 0 = (I;—A) + 4esenf (1.7)

Donde A es la longitud de onda de rayos X, k es el factor de forma que se toma como 0,9, B es el
ancho a la altura media de cada uno de los picos de difraccion (FWHM), 8 el angulo de Bragg, €
la deformacion y D el tamafio del cristalito [59], FWHM fue calculada de los parametros obtenidos
mediante el refinamiento. Una grafica de fcosO vs. 4 senO nos proporciona los datos para encontrar

¢ de la pendiente de la recta y D de su intercepto con el eje vertical.
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1.5.4 Microscopia optica

Los microscopios son instrumentos que nos permite visualizar y estudiar estructuras cuyo tamaio
se situa por debajo del nivel de resolucion del ojo humano, es decir por debajo de las 250 um. El
microscopio es un arreglo de lentes que permite generar una imagen magnificada del objeto en
estudio. Sin lentes, el ojo desnudo puede aumentar la imagen que se genera acercandose al objeto
hasta una distancia minima de aproximadamente 25 cm. El modelo mas simple de un instrumento
de magnificacion se conoce como lupa o lente magnificadora, y consiste en una unica lente que se
coloca frente al objeto. La lente produce un efecto de acercamiento del objeto logrando una imagen
virtual de mayor tamano. La magnificacion depende de la distancia focal de la lente y de la
distancia de trabajo (en el caso del ojo humano, 25 cm). La capacidad de distinguir mas detalles
de la muestra en estudio esta determinada principalmente por las caracteristicas del objetivo
empleado, el tipo de luz y la técnica usada para generar contraste. Ademas, los cambios de medio
que debe atravesar la luz, inducen una mayor pérdida de luz (informacién) cuanto mayor es la
diferencia en los indices de refraccion entre ellos. El aumento observado es el producto de los
aumentos originados a través de todos los elementos opticos del microscopio. El aumento se define
como la relacion lineal (largo, ancho, profundidad) entre el tamafio de la imagen y del objeto que
¢ésta representa. El uso de objetivos con grandes aumentos esta limitado tecnoldégicamente por la
capacidad de compensar los distintos tipos de aberraciones Opticas generadas por las lentes de
aumento, pero también por la incapacidad fisica de enfocar un haz de luz en un volumen menor al
indicado por la ley de difraccion de Abbe. Por otro lado, el uso de objetivos de mayor aumento,
implica una reduccion en la cantidad de fotones obtenidos por pixel de la micrografia. Bajo estas
condiciones, es esencial recolectar la mayor cantidad de fotones provenientes de la muestra. En
este contexto, cobra relevancia el indice de refraccion del medio dispersante entre el cubreobjetos
y la lente frontal del objetivo. En microscopia 6ptica, aumentos de 1.500x estan proximos al limite
maximo, ya que ademas de la magnificacion, existe la resolucion, es decir, la propiedad que
permite observar dos puntos adyacentes como unidades distintas. Si bien la magnificacion podria
incrementarse practicamente sin limite, la resolucion estd limitada por las propiedades fisicas de
la luz. En un microscopio Optico, los limites de resolucion se sitian en aproximadamente 0,2 pm,
lo que significa que dos objetos que se encuentren mas proximos que esta distancia no pueden
visualizarse como entidades distintas. El poder de resolucion est4 determinado por la longitud de
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onda de la luz y una propiedad innata de la lente que se denomina apertura numérica que es la

medida de la capacidad de captacion de la luz por la lente [60, 61].
1.5.5 Microscopia electronica de Barrido (SEM) con EDS

La microscopia electronica de barrido es una técnica no destructiva de analisis que puede
suministrar rapidamente informacion sobre morfologia y tamafio, siendo una de las técnicas mas
versatiles para la observacion y analisis de caracteristicas microestructurales de objetos sélidos. El
principio de funcionamiento consiste en utilizar una fuente de electrones de pequefio didmetro para
explorar la superficie de la muestra punto a punto, por lineas sucesivas y trasmitir la sefal del
detector perfectamente sincronizado con el haz incidente. Cuando el haz primario incide sobre la
muestra, parte de los electrones se difunde y constituye un volumen de interaccion cuya forma
depende principalmente del voltaje de aceleracion y del nimero atdmico de la muestra, en este
volumen, los electrones y las ondas electromagnéticas producidas se utilizan para formar imagenes

o para realizar analisis fisico-quimicos.

El microandlisis electronico consiste en medir los rayos X caracteristicos emitidos desde una
region microscopica de la muestra bombardeada por un haz de electrones. Las lineas de rayos X
caracteristicas son especificas del nimero atomico de la muestra, y su longitud de onda o su energia
pueden usarse para identificar el elemento que emite la radiacion. Los espectros de rayos X se
pueden obtener para todos los elementos de la tabla periddica excepto para el hidrégeno. La técnica
de espectroscopia de rayos X de energia dispersiva (EDS) considera el principio de que la energia

de un foton esta relacionada con la frecuencia mediante la relacion de Planck-Einstein, es decir:
E=hv (1.8)

Donde, 4 es la constante de Planck, v la frecuencia y E la energia del foton. Fotones con energias
correspondientes a todo el espectro de rayos X llegan al detector de rayos X casi simultdneamente,
el proceso de medicion es rapido, lo que permite analizar las longitudes de onda simultdneamente

y determinar el elemento causante de la radiacion [62]
1.5.6 Analisis termogravimétrico (TGA)

El anélisis termogravimétrico (TGA) es una técnica analitica cuantitativa que controla la masa de

una muestra a medida que un horno aumenta la temperatura bajo un flujo de gas estable o
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cambiante. La primera prueba gravimétrica se realizo en el afio 27 a. C., cuando Vitruvio midio el
cambio de masa de la piedra caliza al calcinarse y convertirse en cal. Los investigadores aplican
esta técnica para deducir conversiones, cinética y mecanismos de cualquier proceso con cambio
de masa mediante métodos isotérmicos, no isotérmicos y cuasi isotérmicos. La masa disminuye a
medida que la muestra se descompone, los compuestos volatiles se evaporan o el estado de
oxidacion disminuye, mientras que en entornos reactivos (con Oa, por ejemplo), la masa de los
metales de transicion puede aumentar. A menudo, el DSC o el DTA se combinan con el TGA para
ayudar a deconvolucionar un grafico de DSC separando los cambios fisicos de los cambios

quimicos [63].
1.5.7 Microdureza

La microdureza estd basada en la relacion carga/area, su principal caracteristica radica en que el
pequefio tamano de la herramienta que produce la huella permite la determinacion de la dureza en
trozos y areas de material de tamafio microscopico. La microdureza permite la determinacion de
dureza en areas de material hasta de tamafios microscopicos, como es el caso de la determinacion
de dureza en laminillas, recubrimientos, filos de herramientas, superficies endurecidas, etc, es una
forma de evaluar el efecto de segregaciones e inclusiones en el comportamiento de los materiales
y permite establecer gradientes de endurecimiento, producto de los diferentes procesos y
tratamientos que los pueden provocar. Dentro del andlisis de microdureza se encuentra el método
Vickers que consiste en un penetrador en forma de pirdmide regular de cuatro caras y base
cuadrada con un angulo en el vértice de 136°. Se supone que la huella es fiel copia del penetrador,

se miden las diagonales de la huella y se calcula la microdureza Vickers de la siguiente manera:

_ 1,8544P

H, =12 (1)

Donde, P es la carga aplicada en Newtons, d es la diagonal media en mm y Hy la microdureza
Vickers dada en N/mm? [64].

1.5.8 Microtomografia computarizada de rayos X-MicroCT

La microtomografia computarizada es una técnica de imagen en 3D que utiliza rayos X para ver
el interior de un objeto, corte a corte. Esta técnica es similar a la tomografia computarizada

hospitalaria, pero a pequeia escala y con una resolucion mucho mayor. Se pueden analizar

37



muestras con tamafios tan pequefios como 100 nanémetros y objetos de hasta 200 milimetros de

diametro.

Los rayos X se generan en una fuente y se transmiten a través de la muestra, el detector los registra
como una imagen de proyeccion 2D. A continuacion, la muestra se gira una fraccion de grado y
se toma otra imagen. Este paso se repite durante un giro de 180 grados (o a veces de 360 grados,
segun el tipo de muestra). Esta serie de cortes transversales 2D, posteriormente se procesan para
construir un modelo 3D e incluso pueden imprimirse como objetos fisicos 3D para su analisis. Se
puede ver el interior del objeto y revelar sus caracteristicas internas, proporcionando informaciéon

volumétrica sobre la microestructura, de forma no destructiva.

La microtomografia computarizada proporciona informacion tridimensional de alta resolucion que
no puede obtenerse con ninguna otra tecnologia no destructiva. Puede utilizarse para estudiar la
estructura interior de muestras tanto materiales como bioldgicas sin necesidad de cortarlas,
preservando las muestras o especimenes para futuros estudios. Los modelos digitales
tridimensionales creados a partir de cortes virtuales de micro-CT permiten a los cientificos medir

cualquier pardmetro para compararlo y estudiar su evolucion.

Estas caracteristicas unicas de la exploracién por micro-CT permiten observar la morfologia de
una muestra y estudiar caracteristicas como: porosidad, estructura/grosor Oseo, fraccion de
volumen, analisis de defectos, densidad, tamafo de particulas, huecos, orientacion de fibras, etc.
Los investigadores utilizan la micro-CT para estudiar huesos, dientes, tejidos/0rganos, materiales

compuestos, dispositivos médicos, baterias, etc. [65]
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Capitulo 11

Metodologia






En este capitulo, se describira el proceso experimental seguido para alcanzar los objetivos de la
investigacion propuesta. La extraccion de la HAp de huesos mamiferos se realizd mediante
calcinacion y la obtencion de compuestos HAp/PVDF por Molienda mecénica, slip casting y
prensado uniaxial. Los métodos fueron seleccionados de acuerdo con la disposicion de equipos y
a la revision de la literatura descritos en el capitulo 1. Finalmente, las muestras obtenidas se

caracterizaron mediante TGA, FTIR-ATR, SEM, DRX, y Micro-CT.

Fue utilizado el método de calcinacion para la obtencion de HAp. Con la HAp como materia prima,
se obtuvo un material compuesto HAp/PVDF a partir de tres métodos (molienda mecanica, slip

casting y prensado uniaxial), asi:

v" Por el método calcinacion fueron obtenidos polvos ceramicos de HAp a partir de dos
fuentes naturales: (i) HAp de hueso bovino (HAp-B) y (HAp-P) de hueso porcino.
Posteriormente, por molienda mecanica se obtuvo HAp hibrida (HAp-h) a partir de HAp-
B/HAp-P en las siguientes proporciones 20/80, 40/60, 50/50, 60/40, 80/20.

v" Por el método slip casting fueron obtenidas membranas del material compuesto
HAp/PVDF en las siguientes proporciones 5/95, 10/90, 15/85, 20/80, 25/75, 30/70.

v" Por el método prensado uniaxial fueron obtenidas pastillas del material compuesto

HAp/PVDF en las siguientes proporciones 5/95, 15/85, 30/70.

A continuacion, se detalla el proceso seguido para cada una de las muestras.

2.1 Método de calcinacion para obtencion de HAp

Fueron utilizados huesos de ganado bovino (fémur) y huesos de ganado porcino (espinazo)
obtenidos directamente del comercio local carnico de Popayan. En el proceso de obtencién de HAp
se siguieron seis etapas: (i) los huesos con residuo organico fueron llevados a ebullicién en agua
durante 1h, al cabo de la cual se retir6 manualmente todo el contenido organico hasta obtener
solamente el hueso (figura 2.1a); (i1) los huesos bovinos fueron sumergidos en acetona (ACS
pureza > 99.5%) y los huesos porcinos en alcohol industrial (Quimpo, 96%) durante 72h (figura
2.1b); (iii)) Ambas muestras fueron sometidas a un proceso de secado en una estufa a 50°C durante

24 h; (1iv) A seguir, los huesos fueron fracturados para disminuir su tamaio, utilizando una prensa
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de banco manual; los huesos fueron forrados con papel toalla para evitar contaminar con particulas
liberadas por la prensa durante el proceso de fractura. La fractura se realizé hasta obtener el menor
tamafio posible, como se muestra en la figura (2.1c); en la siguiente etapa, (v) el hueso fracturado
fue calcinacion a 600°C a una velocidad de 3°C/min durante 4h en una mufla; el enfriamiento se
hizo libremente hasta alcanzar la temperatura ambiente (figura 2.1d); finalmente, la etapa (vi)
consistio en macerar el hueso calcinado en un mortero de 4gata (figura 2.1e) hasta obtener un polvo
grisaceo, que se sometio a tratamiento térmico a 650°C a una velocidad de 3°C/min durante 4h en

una mufla, obteniéndose un polvo fino de color blanco (figura 2.1f).

Para comparar los polvos obtenidos con el mineral natural, se obtuvo HAp de huesos humanos
(HAp-H) mediante el proceso descrito anteriormente. Los huesos fueron facilitados por la Facultad

de Ciencias de la Salud de la Universidad del Cauca.

(a) (b)

Tomperatura(*C)
g

(d) (e) (83]

Figura 2.1 Etapas del proceso de obtencion de HAp a partir de huesos mamiferos. (a) materia
prima, (b) eliminacioén de grasas mediante acetona o alcohol, (¢) fractura del hueso, (d) rampa de
temperatura (e) primera calcinacion y disminucion de tamafio (f) maceracion del tercer
tratamiento térmico.
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2.2 Obtencion de HAp hibrida por molienda mecanica.

La HAp hibrida (HAp-h) fue obtenida mezclando polvos cerdmicos de HAp-B y HAp-P, con
diferentes concentraciones. Se escogieron las concentraciones 20/80, 40/60, 50/50, 60/40 y 80/20
de HAp-B/HAp-P. El proceso de obtencion constd de 4 etapas: (i) Se calcularon los valores para
obtener 4g de HAp-h y se pesaron en una balanza (Ohaus AR2140) (figura 2.2a); se depositaron
en un recipiente de plastico y se adicion6 etanol (Merk 1.00983.2500) (figura 2.2b); (ii) Para el
proceso de molienda se utilizd una relacion 3:1 (bolas: polvo de HAp), se sellaron los recipientes
y fueron colocados en un molino de bolas (U.S Stoneware OH 44413) (figura 2.2¢) a una velocidad
de 60 rpm durante 24h. En el paso (iii) las muestras fueron trasvasadas a beakers y llevadas al
horno durante 24h a 40°C para eliminar el alcohol (figura 2.2d). La ultima etapa (iv) consiste en
obtener HAp-h por maceracion de los polvos en un mortero de dgata por 15min hasta obtener un

polvo fino (figura 2.2e). Se sigui6 el mismo proceso para las diferentes concentraciones.

Figura 2.2. Proceso de obtencion de HAp-h: (a) pesaje cantidades de muestra, (b) preparacion de
polvos en alcohol y bolas ceramicas, (d) molienda, (d) secado, (e)maceracion de polvo.
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2.3 Obtencion de polvos del compuesto HAp/PVDF por molienda mecanica

Se obtuvieron compuestos de HAp-B/PVDF, HAp-P/PVDF y HAp-h/PVDF en las
concentraciones que se muestran en las tablas 2.1 y 2.2, respectivamente. La obtencion de los

compuestos HAp/PVDF sigue los mismos pasos descritos en el item 2.2.

Tabla 2.1. Calculos estequiométricos para 3g del compuesto HAp/PVDF.

HAp/PVDF | HAp(q) | PVDF(g) | Compuesto(q)
5/95 0,15 2,85 3
10/90 0,30 2,70 3
15/85 0,45 2,55 3
20/80 0,60 2,40 3
25/75 0,75 2,25 3
30/70 0,90 2,10 3

Tabla 2.2. Compuestos HAp-h/PVDF para la obtencion de 3g.

Muestra | %HAp-h/PVDF | HApB/HAPP | HAp-h(g) |PVDF(g)
1 20/80 0,9 21
2 30/70 50/50 0,9 21
3 80/20 0,9 2,1

2.4 Fabricacion de membranas HAp/PVDF

Se fabricaron membranas por el método de slip casting de HAp-B/PVDF, HAp-P/PVDF y HAp-h/PVDF
en 3 etapas: (1) se preparo una solucion al 8% peso/volumen de PVDF disuelto en DMSO (Fisher
Chemical D128-1) en un beaker y se dejo en agitacion en una plancha durante 7h a temperatura
ambiente (figura 2.3a), (ii) se adiciond la HAp; la mezcla se llevé a ultrasonido por 30 min a 30°C
(figura 2.3b) para evitar la formacion de aglomerados; posteriormente la mezcla se sometio a
agitacion a temperatura ambiente hasta que se obtuvo una solucidn viscosa (aproximadamente 2h);
(ii1) Se depositoé en moldes (figura 2.3c) y se dejo reposar a temperatura ambiente por 8h. Como

paso final, se sometio a tratamiento térmico a 80°C por 10 h (figura 2.3d).

Los pasos anteriores se realizaron para la fabricacion de membranas en las siguientes

concentraciones:

v" Membranas de HAp-B/PVDF y HAp-P/PVDF en concentraciones de 5/95, 15/85,25/75 y
30/70.

v' Membranas de HAp-h/PVDF en las concentraciones mostradas en la tabla 2.2
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(d) J
Figura 2.3. Membranas de HAp/PVDF. (a) agitacion, (b)dispersion HAp, (c¢) fundicion y (d)

membranas.

2.5 Fabricacion de pastillas HAp/PVDF por prensado uniaxial

Se obtuvieron pastillas a partir de los compuestos obtenidos en el numeral 2.3, se utilizaron las
concentraciones 5/95, 15/85 y 30/70 de HAp-B/PVDF y HAp-P/PVDEF. En un troquel fue
depositada una pequenia cantidad del material en polvo, luego fue prensado a 1000 psi durante
2min utilizando una prensa universal (Carver) (figura 2.4a), en la figura 2.4b se muestra las
pastillas obtenidas, posteriormente, las pastillas fueron tratadas en una estufa (Haceb) a 170°C por

una hora (figura 2.4c¢).

(b)

Figura 2.4. obtencion de pastillas HAp/PVDF. (a) troquel y prensa, (b) pastilla en verde y
(c) pastilla con tratamiento a 170°C

2.6 Caracterizacion de las muestras

A continuacioén, se describen las diferentes técnicas y parametros utilizados para caracterizar los
polvos cerdmicos de HAp, HAp/PVDF, membranas y pastillas del material compuesto

HAp/PVDF.
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2.6.1 Espectroscopia Infrarroja con transformada de Fourier (FTIR)

Los polvos ceramicos obtenidos fueron caracterizados mediante FTIR-ATR, utilizando el
espectrofotometro Thermo Scientific Nicolet iS50 del Laboratorio de Materiales Ceramicos y
Nanoestructurados- LMCNano de la Universidad de Brasilia. Para el andlisis solo fue necesario
depositar una minima cantidad de la muestra en polvo sobre el platillo y prensada con el eje del

equipo. Se realizo en analisis con una resolucion de 4 cm™ y 32 scans.
2.6.2 Difraccion de rayos X (DRX)

Las fases presentes en el material fueron caracterizadas mediante difraccion de rayos X utilizando
el difractometro Shimadzu XRD-6000 del Laboratorio de Caracterizacion Termomecénica y
Microestructural de Materiales Inteligentes- LabMatl de la Universidad de Brasilia, para el analisis
se utilizo radiacion Ko del Cu (A=1,5405980 A), voltaje de 40 kV y 30 mA de corriente. Para la
identificacion de fases se midieron e interpretaron patrones obtenidos con paso 20 = 0.02°,
intervalo angular 15° <260 < 65° a una velocidad de 1°/min y tiempo por paso de 1.20 s. Se utiliz6
el programa X’ pert HighScore plus 3.0.0 para la identificacion de las fases cristalinas. Finalmente,
los parametros de la celda se obtuvieron realizando refinamiento Rietveld mediante el programa

GSAS utilizando la carta cristalografica 9011093 de Crystallography Open Database.
2.6.3 Microscopia optica

La fractura de las pastillas fue analizada mediante microscopia Optica, se utilizd el microscopio
optico de alta resolucion Nikon, modelo Eclipse 80i de 1a unidad de microscopia de la Universidad

del Cauca.
2.6.4 Microscopia electronica de barrido con EDS

La morfologia de las muestras en forma de polvo y membana fueron caracterizadas mediante
microscopia electronica de barrido con EDS, se utilizé el microscopio electronico de barrido de
emision de campo JSM-7100F del laboratorio de microscopia electronica de barrido y laser con
focal de la Universidad de Brasilia. Para las microscopias se utilizd un voltaje de 15 kV y para el
analisis EDS 20 kV con una corriente de 1 nA. Las muestras fueron recubiertas por una pelicula

de carbono a través de Sputtering, con un metalizador Quorum Technologies (modelo Q150T)
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durante 3 min, el proceso se repitid dos veces para mejorar la conductividad eléctrica en la

superficie.

Las pastillas fueron caracterizadas utilizando el microscopio JEOL JSM-6490LV de la unidad de
microscopia de la Universidad del Cauca. Las muestras fueron recubiertas con carbono con un

tiempo de exposicion de 10 minutos y para el analisis se utiliz6 un voltaje de aceleracion de 20k V.
2.6.5 Analisis termogravimétrico

Los cambios de masa y transiciones de fase del hueso bovino fueron caracterizados por TGA, se
utilizé un analizador termogravimétrico con calorimetria exploratoria diferencial TGA/DSC 3+
Metter Toledo del Laboratorio de Materiales Ceramicos y Nanoestructurados-LMCNano de la
Universidad de Brasilia. La muestra fue analizada en una atmosfera de argon sintético con una

velocidad de 10°C/min y un rango de temperatura de 25-800°C.
2.6.6 Microtomografia de rayos X-MicroCT

La porosidad y microestructura de los compuestos en forma de pastilla fue caracterizados por
MicroCT, se utilizd el microtomdgrafo computarizado TermoFisher HeliScan Mark I del
Laboratorio de Materiales Ceramicos y Nanoestructurados- LMCNano de la Universidad de
Brasilia (figura 2.5). Las pastillas fueron colocadas sobre el portamuestra y analizadas con un
tiempo de exposicion de 0,25 s, una trayectoria de doble hélice, 1800 proyecciones por revolucion,
y una fuente de 80 kV y 80 mA; la reconstruccion del solido fue realizada y analizada mediante el

software Avizo 3D.
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Figura 2.5. Microtomografo computarizado de rayos X del Laboratorio LMCNano-Universidad

de Brasilia
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Capitulo 111

Analisis y resultados






En este capitulo, se presentan los resultados de la caracterizacion realizada a las muestras en polvo
de HAp obtenidas a partir de hueso bovino, porcino e hibrido, al PVDF y al material compuesto
HAp/PVDF tanto en polvo como en forma de membrana y como material en bloque. Para
identificar las principales caracteristicas de los sistemas mencionados, se presentan los resultados
obtenidos mediante andlisis térmico, espectroscopia infrarroja (FTIR), difraccion de rayos X
(DRX), microscopia optica, microscopia electronica de barrido (SEM) con EDS, microdureza y
microtomografia computarizada de rayos X (Micro-CT), técnicas utilizadas para determinar el
comportamiento térmico, los grupos funcionales, estructura cristalina, morfologia, tamafio de

particula, dureza, porosidad y estructura de poros de las muestras obtenidas.
3.1 Caracterizacion de la fuente natural de HAp

A continuacion, se muestran los resultados obtenidos para las muestras identificadas como HAp-

B, HAp-P y también de la HAp-H (HAp humana), que serd utilizada como patron de referencia.
3.1.1 Analisis térmico

En la figura 3.1 se presenta el andlisis térmico realizado al hueso bovino.
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Figura 3.1 Andlisis térmico de hueso (a) bovino y (b) porcino.

De acuerdo con el analisis termogravimétrico (curva negra), se observa un cambio de 6% en masa
desde temperatura ambiente hasta ~270°C, debido a pérdida de agua y a la descomposicion de

parte de la materia organica, asi mismo, el termograma DSC (curva azul) muestra un pico pequefio
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alrededor de ~80°C que puede estar asociado con la pérdida de agua tanto superficial como
estructural [66]. A continuacidn, se observa una pérdida de 28% entre ~270°C y ~550°C que
corresponde a la descomposicion del resto de materia organica, el hidroxido de calcio y de
carbonatos, coincidiendo con un pico considerable en la curva del anélisis DTG (curva roja) a
~330°C y con pico del andlisis DSC (curva azul), exotérmico, a 358°C asociado con los procesos
de degradacion y combustion del coldgeno contenido en el hueso [66]. El colageno es responsable
de la estructura del hueso, ya que sobre ¢l se depositan los cristales de HAp para formar la matriz
6sea; su descomposicion se da entre 250 y 550°C quedando so6lo polvo de HAp y carbono [67],
este proceso exotérmico se da a una temperatura de ~439°C como se observa en la curva DSC [68].
Finalmente, se da una disminucion de 2% entre 550°C y 800°C, debida a la descomposicion del
carbonato de la matriz organica y procesos de pirolisis, acompanada de la transformacion
fisicoquimica de la bio HAp, estos dos ultimos porcentajes de pérdidas, al tratarse de la

descarboxilacion de la muestra, dan paso a la liberacion de CO» [67, 69].

3.1.2 Espectroscopia infrarroja de la HAp obtenida a partir de hueso bovino y porcino

En la figura 3.2 se observan los espectros correspondientes al hueso porcino (3.2a) y bovino (3.2¢)
tratados a 150°C; en ellos se observan intensas bandas que corresponden a agua molecular, iones
carbonato y grupos fosfato. La banda a ~1640 cm™! corresponde a una vibracion de estiramiento
de la molécula de agua; las bandas que aparecen alrededor de ~1530, ~1453, ~870 y ~560 cm’!
estan asociadas con grupos carbonato; la banda ubicada en ~1012 cm™! est4 asociada con el grupo
fosfato; las bandas ubicadas a ~1411 y ~600 cm™! se pueden asociar con grupos amida y carbono
de a las proteinas presentes en el hueso, principalmente coldgeno [70, 71]. En las figuras 3.2b y
3.2d se puede observar el cambio experimentado por el hueso bovino y porcino al ser tratado
térmicamente; las bandas asociadas a la molécula de agua y a los grupos amida observadas en los
espectros de la figura 3.2a-c, desaparecen después del tratamiento a 650°C por lo que se puede
inferir que el carbono y los grupos amida de las proteinas presentes en los huesos son eliminados
a esa temperatura y transformados en didoxido de carbono en presencia del oxigeno del aire. Por
otra parte, las bandas asociadas al grupo carbonato se mantienen a 650°C y la presencia de dos
bandas en ~1530 y ~1453cm™! en lugar de una tinica banda puede ser atribuido a una pérdida en la

simetria en el ion carbonato; ya que las bandas observadas en el hueso a 150°C contintian
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apareciendo aproximadamente en las mismas longitudes de onda en el espectro correspondiente al
hueso tratado a 650°C de lo que se deduce que las bandas correspondientes a los espectros de HAp-

B y HAp-P estan relacionadas con los componentes inorganicos del hueso [70, 71].
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Figura 3.2 Espectro IR de polvos de hueso: (a) porcino-150°C, (b) porcino-650°C, (c) bovino-
150°C y (d) bovino-650°C.
En la figura 3.3, se presenta el espectro FT-IR de la HAp obtenida de hueso bovino, porcino y

humano; se identificaron bandas correspondientes a las vibraciones principales de los grupos PO4*"

y OH propios de la HAp, también estin presentes bandas asociadas a grupos carbonatados o
enlaces C-O. Las bandas ubicadas a ~1454, ~1408 cm™ corresponden a modos vibracionales
asimétricos tipo tension del grupo COs>, mientras que la banda ubicada a ~880 cm™ corresponde
a un modo vibracional simétrico tipo flexion del mismo grupo; el grupo PO4* presenta tres modos
vibracionales diferentes, alrededor de ~1088 y ~1017 cm™! se encuentra la sefial mas intensa que
corresponde a la vibracion antisimétrica tipo tension (v3), el modo vibracional simétrico tipo
tension (v1) estd ubicado a ~960 cm™!, a ~600 y ~560 cm™! el grupo fosfato presenta un modo
vibracional asimétrico tipo flexion (vs) [72]. El grupo hidroxilo (OH") caracteristico de la

hidroxiapatita presenta un modo vibracional tipo flexion alrededor de ~630 cm™.
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Figura 3.3 Espectro IR de polvos de HAp obtenidos de hueso: (a) bovino, (b) porcino y (c)

humano.

La figura 3.3b correspondiente a la HAp obtenida de hueso porcino muestra dos bandas adicionales
ubicadas a ~983 y ~947cm™!, estas bandas estan asociadas a la presencia de la fase secundaria B-
TCP en la HAp-P [5]. La presencia del grupo CO3> en los espectros de la figura 3.3, indica que a
650°C se obtiene HAp carbonatada, estos modos vibracionales son evidencia de que el COs*
sustituye al PO4> en la estructura de la HAp, por lo tanto, la biocerdmica es una apatita carbonatada
tipo B, ademas, la presencia de iones como el CO3? representa una ventaja para aumentar las tasas
de bioactividad y conferir propiedades biomiméticas al biomaterial [73]. La presencia de fosfato
tricdlcico estd relacionada con la desviacion en la razén estequiométrica Ca/P, aunque esta
desviacion en la estequiometria puede estar relacionada también con sustituciones i6nicas como el
HPO4* o el COs* que pueden ocupar el sitio del PO4>~ o del OH™ [74]. De la figura se aprecia la
similitud de los espectros de las tres fuentes naturales, lo que permite concluir que los grupos
funcionales de la HAp bovina y porcina son similares al mineral natural del hueso humano (HAp-

H).
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Se sabe que el contenido de carbonato en el hueso varia entre el 2% y el 10% en peso, dependiendo
de la fuente, especie y edad del espécimen [75]. Por lo anterior, es de interés calcular la cantidad
de carbonato presente en las muestras obtenidas, lo que se hace usando la ecuacioén propuesta por
Murugan y colaboradores quienes comparan la transmitancia de una banda de carbonato localizada

en ~ 1450 cm™! con una banda de fosfato localizada en ~569 cm™!, segtin la ecuacion [76]:
%C03™ = 13,5 log () — 0,2 3.1)
1

Donde

CO3™ representa la cantidad de carbonato

T, representa el valor de la transmitancia de la banda localizada a 1450 cm’!
T, representa el valor de la transmitancia de la banda localizada a 569 cm’!

Con los datos tomados de los espectros de la figura 3.3, fue obtenida la figura 3.4 donde se

representa la cantidad de carbonato contenida en cada una de las muestras de HAp.
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Figura 3.4 Cantidad de carbonato contenida en las muestras de HAp, calculada a partir de la
ecuacion (3.1)

De acuerdo con los resultados mostrados en la figura 3.4, las muestras obtenidas contienen
porcentajes menores a 10% de CO%~, pero la HAp-P presenta mayor similitud con la muestra de
referencia (HAp-H). por lo anterior, las muestras HAp-B y HAp-P obtenidas en esta investigacion
presentan contenidos de carbonato que las hacen buenas candidatas como biomaterial para

regeneracion Osea.
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3.1.3 Difraccion de rayos X

En la figura 3.5 se observan los espectros de difraccion de rayos X del hueso bovino y porcino con
tratamiento térmico a 150°C y a 650°C. En las figuras 3.5a y 3.5¢ se observan los patrones de
difracciéon de hueso natural (bovino y porcino) a 150°C que muestran claramente su baja
cristalinidad, a esta temperatura este material esta compuesto basicamente de una matriz organica
de colageno de tipo I que contiene proteoglicanos de bajo peso molecular y proteinas no colagenas,
correspondientes al 25% del peso del hueso; una parte mineral correspondiente al 65% y agua,

correspondiente al 10% [70].
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HP-650°C

.'.'.'.'-.(,00_2)-------...-.....

HP-150°C

:-:::::::(22:1:1:)::::_

(@)

20 30 40 50 60
2 0 (grados)

Figura 3.5 Espectros DRX correspondientes a huesos: (a) HP-porcino tratado a 150°C, (b) HP-
porcino tratado a 650°C, (¢) HB-bovino tratado 150°C, (d) HB-bovino a 650°C

De acuerdo con reportes anteriores, los espectros de las figuras 3.5a y 3.5¢ presentan picos
principales relacionados con la hidroxiapatita [34, 73]. El primero esta situado en torno a ~26° y
el segundo a ~32°, denotando asi que el material de partida corresponde a la fase mineral

caracteristica del tejido 6seo que no son sometidos a tratamiento térmico de desmineralizacién
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[70]. El pico en torno a ~32° corresponde al plano (211) de la estructura cristalina de HAp. Cuando
el hueso se trata a 650°C se elimina la parte orgadnica y se observa el aumento de la cristalinidad
del material asociada con la formacioén de HAp (figuras 3.5b y 3.5d). En la figura 3.6 se observan
los patrones de difraccion de rayos X correspondientes a muestras de tejido 6seo bovino, porcino
y humano, tratadas térmicamente a 650°C. De la figura puede observarse la mayoria de los picos
corresponden a la fase cristalina de la hidroxiapatita; sin embargo, aparecen algunos picos en la
HAp-H que no parecen en la HAp-B y HAp-P los cuales pueden estar asociados con elements
traza que el hueso contiene. La muestra correspondiente al hueso porcino cristaliza un pequefio
porcentaje de una segunda fase que corresponde al fosfato tricalcico beta(B-TCP), que también ha
sido reportada en estudios anteriores [5,77]. La presencia de la fase B-TCP confirma los resultados

obtenidos mediante FTIR.

|
|

Iy

/ A I\ Now NAaa
© pone I VUL NI AW VWLV, V. PN
* B-TCP

G !
3 \\
ke
g "
'g W\ I
I3 | Al | \ HAp-P
g \ ;J WL \ I\ oA
=0 (v ATV OV NIV NSV

NN A

20 30 40 50 60
20(grados)

Figura 3.6. Espectro DRX de (a) HAp-B, (b) HAp-P y (c) HAp-H tratados térmicamente a
650°C/2h

Los patrones de difraccion de la figura 3.6 fueron refinados mediante el programa GSAS, en la
figura 3.7 se puede observar el patron de difraccion del hueso bovino. Los datos obtenidos del
refinamiento realizado a las tres muestras se presentan en la tabla 3.1. La estructura cristalina de
todas las muestras se ajusta con el grupo espacial P63m del sistema hexagonal, los pardmetros de

red difieren ligeramente al igual que la densidad.
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Figura 3.7 Refinamiento Rietveld del patron de difraccion presentado en la figura 3.6a (HAp-B)
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Figura 3.8 Graficas de Williamson-Hall para las muestras de HAp.

Tabla 3.1. Datos correspondientes al refinamiento Rietveld de los patrones de difraccion de las

muestras de HAp.

El tamafio de cristalito se calculd utilizando el método de Williamson-Hall, cuyas curvas son
presentadas en la figura 3.8, y fueron obtenidas calculando el ancho a la altura media de nueve

picos de los espectros presentados en la figura 3.6. Las diferencias en el tamafio de cristalito son
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fosfato tricalcico beta.

considerables, el menor tamafio lo presenta la muestra HAp-P, pudiendo deberse a la presencia de

Parametro refinado HAp-H HAp-B HAp-P
a(A) 9.407 9.431 9416
c (A 6.880 6.893 6.873
Volumen P63/m (A 527.173 530.914 527.651
p (g/cm?) 2.892 3.001 2.606
Tamafio cristalito (W-H) (nm) 194 102 45
x? 1,22 1,38 1,58

3.1.4 Microscopia electréonica con EDS

En la figura 3.9 se presentan las micrografias de las muestras de HAp-B y HAp-P, donde se
observan, en los dos casos, particulas con alto grado de aglomeracion lo que impide apreciar su
morfologia y tamafo; aunque se puede ver la diferencia de tamafio de particula entre las muestras,

siendo que la HAp-P es la que posee un menor tamafio de particula.
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Figura 3.9 Microscopia electronica con EDS correspondiente a las muestras de: (a) HAp-B y (b)
HAp-P
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Del analisis con EDS puede observarse que las dos muestras contienen pequefios porcentajes de
iones de Na*, Mg?", y la muestra de HAp-B contiene ademas iones de Zn**; estos iones estan
presentes en la HAp obtenida de fuente natural y son considerados benéficos para aplicacion de la
HAp como biomaterial, ya que estos iones son micronutrientes vitales para actividades metabolicas
relacionadas con la regeneracion del tejido dseo. Varias investigaciones han reportado que el uso
de la HAp obtenida de hueso animal es mas activa bioldgicamente que la HAp sintética [25,34,38].
Esta ventaja esta relacionada con las propiedades inherentes de la materia prima, como son la baja
cristalinidad, composicion quimica incluyendo la presencia de iones como los observados en las
muestras analizadas [78]. En la tabla 3.2 puede observarse los porcentajes atomicos de los

elementos presentes en las muestras observadas en las micrografias de las figuras 3.8.

Tabla 3.2 Resultado del anélisis de EDS de la HAp-B y la HAp-P

Sistema % Ca P Ca/P Na Mg Zn
Hueso Bovino — 650°C 8.83 6.04 1.46 0.62 0.39 0.26
Hueso Porcino — 650°C 9.66 7.22 1.34 0.60 0.57 ---

3.1.5 Sistemas formados por HAp-B y HAp-P

Teniendo en cuenta que no hay reportes en la literatura sobre la obtencidon de un material formado
por HAp-B y HAp-P, y con el fin de evaluar el comportamiento que este pueda presentar fue
obtenido el compuesto al cual llamaremos HAp hibrida (HAp-h). Se mezclaron polvos de HAp-B
y HAp-P en diferentes porcentajes. La figura 3.10 presenta el espectro FTIR de las composiciones

obtenidas.

En la figura 3.10 se observan los espectros de todas las composiciones obtenidas que corresponden
al espectro caracteristico de la HAp, con la presencia de los grupos hidroxilo, fosfato y carbonato.
También se observan pequefias bandas asociadas al B-TCP ubicada a ~983cm™!, cuando se tienen
los mayores porcentajes de HAp-P. Las bandas no presentan corrimientos de longitudes de onda,
ademas, se observa como al aumentar el porcentaje de HAp-P aumenta la intensidad de la banda
asociada al fosfato tricalcico, por lo que el hibrido se convierte en una ceramica bifasica de HAp
+ B-TCP la cual puede potenciar su actividad bildgica como biomaterial [48]. A su vez, la
intensidad de las bandas asociadas al grupo carbonato disminuye a medida que se adiciona HAp-
P. En la figura 3.11 se observan los espectros de difraccion de rayos-X de la HAp hibrida para tres
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composiciones, en todos los espectros la fase mayoritaria es la HAP cristalina con un pequeno

porcentaje de B-TCP.
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Figura 3.11 Espectros de difraccion de rayos X obtenidos para tres composiciones de HAp
hibrida.
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3.2 Caracterizacion de los polvos de PVDF

Ya que el objetivo del trabajo es la obtencion de un material compuesto por HAp/PVDF, se debe
caracterizar el polimero (PVDF), para analizar posteriormente el comportamiento y espectros del
material compuesto HAp/PVDF. La unidad monomérica del PVDF es CH>-CF» y es de naturaleza
semicristalina®. La region cristalina consta de al menos cuatro polimorfos cristalinos denominados
a, B, vy 0. Entre los cuatro polimorfos, la fase a (figura 3.12a) es la fase no polar mas estable, con
una estructura de conformacion TGTG, Trans-Gauche-Trans-Gauche, -trans (estirada) y Gauche
(encogida). La fase B del polimero del PVDF tiene una conformacion plana toda trans (TTTT)
(Fig. 3.12b). En la fase B (figura 3.12b), los 4&tomos H y F estan unidos en la cadena de tal manera
que los momentos dipolares asociados con los dos enlaces C-H y los dos enlaces C-F se suman y
se alinean en la direccion perpendicular a la columna vertebral del carbono para dar un momento

dipolar mayor por celda unitaria.

® © () Fluor B—PVDF
X a-PVDE X Hidrégeno b v v
® ® ®
@ Carbono
(a) (b)

Figura 3.12 Estructura molecular de las fases oy § del PVDF

La presencia de las diferentes fases depende de los pardmetros de procesado, el tipo de disolvente,
la temperatura de evaporacion del disolvente, la carga en la matriz del polimero, la carga de
estiramiento, el calentamiento y el recocido, entre otras [79]. El interés cientifico se ha centrado
en la fase B debido a sus propiedades piezoeléctricas y ferroeléctricas; ademads, estudios recientes
consideran que compuestos eléctricamente activos, y principalmente aquellos que muestran
respuesta piezoeléctrica, como la fase polar f pueden conducir a acelerar los procesos implicados

en la regeneracion osea [5].

3Polimero semicristalino: es un polimero que alcanza cierto nivel de organizacion regular de sus cadenas, obteniendo
zonas organizadas denominadas zonas cristalinas. GUTIERREZ VALENCIA, T. M. (2019). Polimeros:
Generalidades y tendencias de investigacion en Colombia. UNIVERSIDAD DEL CAUCA.
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3.2.1 Espectroscopia infrarroja

En la figura 3.13 se presenta el espectro FTIR del PVDF del que se pueden identificar sus fases
cristalinas caracteristicas. Las bandas de absorcion para los tres principales polimorfos o, By v
del PVDF pueden clasificarse en tres categorias principales: (i) las bandas comunes que aparecen
en las tres fases; (ii) bandas exclusivas que s6lo aparecen en una de las tres fases; y (iii) bandas
duales que pueden proceder de dos fases diferentes. Las bandas en el rango de 876-885 cm’!, 1067-
1075 cm™, 1171-1182 cm™ y 1398-1404 cm’! aparecen en las tres fases. Las bandas exclusivas de
la fase a. se sittan en torno a 486, 530, 613, 762, 796, 853, 975, 1150, 1207, 1384 y 1424 cm™!; las
exclusivas de la fase B se sitian en torno a 473 y 1277 cm™'; y las exclusivas de la fase y se sitGian

en torno a 486, 811y 1234 cm™ [80].

En la figura 3.13 se presenta el espectro FTIR del PVDF del que se pueden identificar sus fases
cristalinas caracteristicas. Las bandas de absorcion para los tres principales polimorfos o, By v
del PVDF pueden clasificarse en tres categorias principales: (i) las bandas comunes que aparecen
en las tres fases; (ii) bandas exclusivas que s6lo aparecen en una de las tres fases; y (iii) bandas
duales que pueden proceder de dos fases diferentes. Las bandas en el rango de 876-885 cm™, 1067-
1075 cm™, 1171-1182 cm™ y 1398-1404 cm™! aparecen en las tres fases. Las bandas exclusivas de
la fase a. se sitan en torno a 486, 530, 613, 762, 796, 853, 975, 1150, 1207, 1384 y 1424 cm™'; las
exclusivas de la fase B se sitian en torno a 473 y 1277 cm™'; y las exclusivas de la fase y se sitiian

en torno a 486, 811y 1234 cm™ [81].

La fase a-PVDF se identifica con la presencia de las siguientes bandas: la ubicada a ~ 1182 cm’!
que corresponde a la deformacion axial asimétrica del CF»; los modos de vibracion ubicados a ~
975y ~ 796 cm™! corresponden a la deformacion angular en el plano del CHy; las bandas a ~ 762
y ~ 613 cm™! estan asociadas con una deformacion angular del CH» y CF» respectivamente; la
banda ubicada a ~ 486 cm™! es la banda representativa de la fase o y representa vibraciones de

flexion y balanceo del grupo CF» [80].

La fase P se identifica por la presencia de las siguientes bandas: la ubicada a ~1401 cm™' se asocia
a la deformacion axial del grupo CHy; las ubicadas a ~1067 y ~873 cm™! corresponden a los modos

de vibracion de deformacion angular en el plano y fuera del plano respectivamente, del grupo CF»;
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por ultimo, la banda representativa de la fase P estd ubicada a ~ 841 cm™ y se asigna a un modo

mixto de vibraciones de estiramiento de los grupos CH»/CF; [82, 83].
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Figura 3.13 Espectro IR de polvos de PVDF en (a) transmitancia y (b) absorbancia

Debido a que la banda de 841 cm™! puede asignarse a las fases B, y 0 a ambas y basandose en otra
informacion sobre las bandas, se puede cuantificar la fraccion relativa de fases a y f en términos

de las medidas del espectro de absorbancia a partir de las siguientes relaciones [80]:

A
F() = oy 22—— 3.2a
( ) (%)Aszu‘”lmz ( )
F(B) = rrgpt—— (3.2b)
(%)A%z"'/lsn

Donde A7e> y Asar corresponden a las absorbancias en 762 y 841 cm™ caracteristicas de las fases
a y P respectivamente (figura 3.13b). Los valores de K762 y Ksa1 corresponden a los coeficientes

de absorcion asociados a los niumeros de onda caracteristicos de las fases oy 3, obtenidos a partir
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de muestras puras para estas fases y toman los valores de 6,1 X 10* y 7,7 X 10* cm?*/mol
respectivamente [80]. A partir de la ecuacion 3.2a 'y 3.2b y de la grafica 3.13b, fueron calculadas
las fracciones de las fases a (0.622) y B (0,378), finalmente, se obtuvo que la fase predominante

en el polvo de PVDF corresponde un 62.2% para la fase o, mientras que la fase § representa un

37,8%.

3.2.2 Difraccion de Rayos X

La figura 3.14 presenta el difractograma de polvos de PVDEF. Los picos mas intensos asociados al
PVDF son 18,8° 19,3° 27,5° 36,7° asociados con los planos (020), (110), (021) y (200)
respectivamente, caracteristicos de la fase o correspondiente a una estructura monoclinica no polar
con grupo espacial P21/c. El pico ubicado a 20,9° est4 asociado a la difraccion del plano (110) de
una celda ortorrombica con grupo espacial Cm2m, correspondiente a la fase 3, polar y
piezoeléctricamente activa. Otros picos de menor intensidad asociados a la fase 3 estan ubicados

a36,7°y 56,9°; el pico ubicado a 39, 6° esta asociado a la fase a. [5, 49, 84].

Intensidad(u.a)

20 30 40 50 60
20(grados)

Figura 3.14 Espectro DRX del PVDF
3.2.3 Microscopia electronica de barrido

En la figura 3.15 se presenta la microscopia electrénica de barrido de los polvos de PDVF, puede
observarse que el sistema esta formado por esferas homogéneas de tamafio micrométrico con un
tamafio medio de 0,3pum; el andlisis por EDS muestra que las microesferas estdn compuestas por

carbono y fluor, elementos presentes en el PVDF.
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Figura 3.15. Microscopia electronica con EDS correspondiente de polvos de PVDF y
distribucion de radio de particula.
3.3 Compuestos HAp/PVDF
3.3.1 Caracterizacion del polvo de HAp/PVDF

En la figura 3.16, se observan los espectros infrarrojos en absorbancia del polvo obtenido de la
combinacion por molienda mecénica de polvos de HAp-B/PVDF (3.16a) y HAp-P/PVDF (3.16b),
en distintos porcentajes. En todos los espectros se identifican las bandas asociadas a la HAp y al
PVDF; sin embargo, los modos de vibracion del PVDF enmascaran las bandas asociadas a la HAp
tanto bovina como porcina. A medida que el porcentaje de polvo de HAp aumenta, las bandas
relacionadas a sus modos de vibracion comienzan a predominar. La presencia de las bandas
asociadas a los dos sistemas indica la obtencion de un nuevo sistema compuesto por HAp/PVDF.
Se observa que la banda ubicada a ~1017 cm ™! caracteristica de la HAp y asignada al modo vs del
ion PO4>" experimenta un leve corrimiento a nimero de onda mayor; para bajas concentraciones
esta banda se enmascara considerablemente surgiendo con una forma alterada, en forma y
ubicacion; algunos investigadores asignan esta banda (atribuida al modo vs del ion PO+*) a una
nueva banda, otros argumentan que las diferentes condiciones de sintesis pueden alterar la posicion
en la que se produce la vibracion de la banda de la HAp [48, 85]. El desplazamiento en la frecuencia
de las bandas puede correlacionarse directamente con el nivel de interacciones moleculares, como
el enlace de hidrégeno y las interacciones dipolo-dipolo; estas se pueden generar entre los &tomos

de H con el F y el O, de las dos especies que se mezclan por un tiempo prolongado, pudiendo
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generar interacciones de van der Waals. Las interacciones dipolo dipolo también podrian
presentarse entre los grupos moleculares asociados a los dos sistemas que forman el material

compuesto [86].
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Figura 3.16. Espectros FTIR de compuestos en polvo de: (a) HAp-B/PVDF y (b) HAp-P/PVDF

En el rango entre los nimeros de onda 835 cm™ y 634 cm™, se puede observar que solo hay bandas
asociadas al PVDF y estas experimentan una modificacion considerable que prevalece para todas
las composiciones analizadas, lo que puede favorecer la formacion de la fase electroactiva . A
medida que se modifican los porcentajes de los sistemas que forman el material compuesto,
también se observan variaciones en la intensidad de las bandas, lo que puede estar relacionado con

la cantidad de enlaces que comparten los mismos numeros de onda y la posible interaccion entre

67



estos, ya que la intensidad de una banda de absorcion puede depender de: (i) la polaridad del
enlace, ya que un enlace con mayor polaridad muestra una banda de absorcién mas intensa, o de
(i1) el nimero de enlaces responsables de la absorcion, ya que una banda de absorcién con mas
enlaces implicados tiene mayor intensidad [87].

Las fases a y B del compuesto fueron calculadas a partir de la ecuacion 3.2 y los resultados se
muestran en la figura 3.17. La adicion de HAp-B y HAp-P en las diferentes concentraciones
obtenidas incrementa levemente la fase electroactiva B en comparacion al PVDF puro, aunque, se
observa que la adicion de HAp-B favorece la formacion de la fase electroactiva B-PVDF, en
comparacion con la HAp-P. Lo anterior se evidencia con un leve aumento en la intensidad de la
banda ubicada a 841 cm™! caracteristica de la fase electroactiva P y la disminucion de la banda

ubicada a 762 cm™! caracteristica de la fase a.
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Figura 3.17. Cuantificacion de las fases o y B del material compuesto HAp/PVDF en polvo.

La figura 3.18 muestra los espectros de difraccion de los polvos correspondientes a los compuestos
HAp-B/PVDF en seis concentraciones diferentes, se identificaron los picos caracteristicos de los
sistemas HAp y PVDF, lo que indica que no se formaron nuevas fases cristalinas; a medida que
aumenta el porcentaje de HAp los picos del PVDF disminuyen, y los de la HAp aumentan, como
es de esperarse [28, 48,85]. También, se observa un corrimiento uniforme a la izquierda de los
picos caracteristicos del PVDF, lo que indica un aumento de 0.2297 A en el espaciamiento de los
planos en el PVDF, lo que fue calculado con el software X pert [88]. Este corrimiento esta asociado
al aumento en los parametros de red, lo que puede estar relacionado a que el PVDF es un polimero
semicristalino y puede experimentar tensiones en su estructura que generen modificacion en los

parametros de red durante la molienda. Por su parte, los picos de la HAp-B en el compuesto no
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presentan modificaciones respecto a la posicion, pero si a la intensidad, este comportamiento este
asociado al porcentaje de HAp en el compuesto, ya que al aumentar la cantidad los picos se

intensifican.
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Figura 3.18. Patron de Difraccion DRX compuestos HAp-B/PVDF en polvo.

La figura 3.19 muestra los espectros de difraccion de los compuestos basados en HAp-P/PVDF en
los cuales es posible identificar que no se formaron nuevas fases ya que se encuentran los picos
caracteristicos de los precursores del material compuesto; los picos caracteristicos del PVDF no
presentaron modificaciones en su posicion como ocurrid con los compuestos utilizando como
precursor HAp-B.

Los picos de la HAp-P presentaron un corrimiento uniforme a la derecha indicando una
disminucion de 0.0775A en el espaciamiento interplanar. La modificacion de los parametros de
red de la HAp-P, puede deberse a que las tensiones generadas en el proceso de molienda fueron

mas efectivas en esta HAp-P ya que tiene un tamafio de cristalito pequefio, casi la mitad de la que
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posee la HAp-B (como puede observarse en la tabla 3.1). Los picos correspondientes al f-TCP son
enmascarados por el PVDF ya que a medida que aumenta la concentracién de la HAp-P pueden

ser identificados.
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Figura 3.19. Patron de Difraccion DRX compuestos HAp-P/PVDF en polvo.

La figura 3.20 muestra las micrografias para algunos compuestos basados en HAp/PVDF (HAp-
B y HAp-P), en diferentes concentraciones. En todas las micrografias se puede observar que la
morfologia caracteristica de cada fase se conserva. Las particulas esféricas corresponden al PVDF
y las particulas aglomeradas que no tienen una forma definida corresponde a la HAp. El PVDF en
el material compuesto tiende a formar aglomerados a diferencia de las particulas que conforman

el PVDF puro, mostrado en la figura 3.15.
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En el andlisis realizado a las composiciones seleccionadas se puede ver que hay presencia de los
elementos que conforman el material compuesto. En la figura 3.21, se observa la distribucion de
cada uno de los elementos presentes en las muestras y su superposicion, se observa que en los dos

71



casos analizados la HAp-B estd homogéneamente distribuida en la zona analizada, predominando

los elementos que poseen mayor porcentaje en el material compuesto.

— 20 pm PK| c——m20pm Cak

— 30 pm PK|| =30 pm CakK

— 30 pym FK|| =30 pm oK

(b)
(a) (b)
Figura 3.21. Mapeo EDS de polvos del material compuesto: (a) HAp/PVDF (5/95) y (b)

HAp/PVDF (30/70).

La figura 3.22a muestra los espectros FTIR en absorbancia de polvos del material compuesto
basado en HAp-h y PVDF con el mismo porcentaje de HAp/PVDF, lo que varia es la naturaleza
de la HAp que en todos los casos es hibrida (contiene HAp-B y HAp-P); en las figuras 3.22c,d y
e se identifican las bandas caracteristicas de la HAp y del PVDF, los modos de vibracion de la
HAp-h son mas intensos en FTIR que los del PVDF tal como se observo en la figura 3.16, y fue
discutida en ese apartado, este comportamiento en la diferencia de la intensidad de las bandas ha
sido reportado [5]. La presencia de la HAp, cuando se forma el compuesto HAp/PVDF, induce la

formacion y promueve la cristalizacion de la fase B del PVDF. Debido a la fuerte interaccion entre
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la HAp y el PVDF, el PVDF puede promover la nucleacion heterofasica en la superficie de la

HAp, lo que es beneficioso para la formacion de la fase B [47]. La figura 3.22b muestra los

diferentes porcentajes de fase [} alcanzada en el material compuesto 30HAp/70PVDF; el mayor

porcentaje de fase B se logré cuando la HAp mayoritaria es de naturaleza porcina (80HAp-

P/20HAp-B, 47,86%), lo que puede deberse al menor tamano de particula de esta HAp-P lo que

aporta mas fuentes de nucleacion de la fase 8. Para la muestra con una con SOHAp-P/SOHAp-B se

obtuvo un 46,70% de fase 3 y para la muestra con un contenido mayoritario de HAp de origen

bovino, 20HAp-P/80HAp-B, se obtuvo un 43,85 % de fase . En todos los casos se vio favorecida

la formacion de la fase electroactiva B.
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Figura 3.22. (a) Espectros FTIR de compuestos en polvo de HAp-h/PVDF; (b) porcentajes de
fase ay B presentes en el material compuesto.

3.3.2 Caracterizacion del compuesto HAp/PVDF conformado por slip casting

La figura 3.23 muestra los espectros FTIR correspondientes a las membranas compuestas de HAp-

B/PVDF y HAp-P/PVDF. Al comparar el espectro del PVDF puro con los espectros del material
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compuesto se observa una notable disminucion de las bandas a 613, 762, 796, 975, 1182 y 1382
cm’!, asociadas a la fase a, asi como un notorio incremento de la banda a 840 cm™' caracteristica
de las fases electroactivas B oy, y un ligero incremento de la banda a 1275 cm™!, asociada a la fase
B. En el PVDF puro se pueden observar tres bandas entre 1213 cm™'-1141 cm™, las cuales emergen
como una sola en el material compuesto, lo que representa la transicion de fase o—f. A 946 cm™
y a 1232 cm! surgen nuevas bandas asociadas a la fase y; alrededor de 1454 surge una banda de
pequefia intensidad asociada con la existencia de un defecto en la cadena polimérica [28]. En
cuanto a las bandas correspondientes a la HAp, en los compuestos se observa que las bandas
correspondientes al grupo PO4> ubicadas entre 1100 cm™ y 930 cm™ experimentan una fuerte
deformacion cuando se tiene un pequefio porcentaje de HAp y a medida que aumenta el porcentaje
en el compuesto vuelve a su forma inicial. Las bandas ubicadas entre 645 y 540 cm™! se intensifican

cuando las concentraciones de HAp en el compuesto son superiores al 15%.
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Figura 3.23. Espectro FTIR de membranas de: (a) HAp-B/PVDF y (b) HAp-P/PVDF
La figura 3.24 muestra los porcentajes de las fases o y f en las membranas de HAp-B/PVDF
(3.24a) y HAp-P/PVDF (3.24b). La disolucion del PVDF en DMSO y la adicién conjunta de la
HAp potenciaron la formacion de la fase electroactiva . Este resultado indica que el HAp actuo
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como agente nucleante favoreciendo la formacion de la fase 8, debido al enlace de hidrégeno entre
el —OH de la HAp y el dipolo del grupo —CF> del PVDF; los enlaces de hidrogeno pueden
promover la reorientacion del polimero e inducir la transicion de la fase a—f. Estos enlaces de
hidrogeno podrian promover la polarizaciéon espontanea de la cadena molecular del PVDF
formando la fase 3 piezoeléctricamente activa, potenciando asi la piezoelectricidad [85]. Para todas
las composiciones se obtuvo un porcentaje superior al 50% de la fase B-PVDF; los compuestos
que mejor resultado presentaron fueron HAp-B/PVDF (25/75) con 64,75% de fase B-PVDF y
HAp-P/PVDF (15/85) con 71,04% fase B-PVDF.
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0- ‘ 0- ;
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Figura 3.24. Porcentajes de fases a y B en membranas de: (a) HAp-B/PVDF y (b) HAp-P/PVDF.

En la figura 3.25 se observa la micrografia con EDS de la membrana del compuesto 15HAp-
P/85PVDF, se puede observar que la membrana no es porosa y es homogénea, lo que demuestra
que el procesamiento por slip casting es un método que favorece la distribucion homogénea de la
HAp en la matriz del PVDF. El analisis por EDS nos muestra la presencia de HAp natural con
trazas de Mg, S y Na y de PVDF. En la figura 3.26a se muestran los espectros FTIR
correspondientes a las membranas del compuesto 30HAp-h/70PVDF mostrados en la tabla 2.2. De
manera similar que las membranas anteriormente analizadas, se evidencia una disminucion notoria
de las bandas pertenecientes a la fase o acompafiada del incremento de las fases electroactivas 3
y 7. Como se puede observar en la figura 3.26(b) los porcentajes de fase f-PVDF son superiores
al 70% para todas las composiciones analizadas, siendo que la muestra con un contenido de
SOHAp-B/50HAp-P alcanzé el mayor porcentaje de fase B-PVDF (75,1%), seguido por la
composicion 20HAp-B/8OHAp-P (73,5%) y el menor porcentaje fue el de la composicion 20HAp-
B/80HAp-P (70,3%). Como mencionamos, la presencia de particulas cerdmicas en el compuesto

HAp-PVDF favorece la formacion de la fase electroactiva 3. Aunque el mecanismo de nucleacion
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no esta claramente establecido, la mayoria de los autores apuntan a que el factor esencial para la

nucleacion de la fase B en los compuestos de PVDF es la interaccion electrostatica entre las

particulas con un potencial superficial negativo y los grupos —CH> con densidad de carga positiva;

en ocasiones, también se atribuye a la interaccion entre la superficie de las particulas cargadas

positivamente y los dipolos CF» de las cadenas del PVDF [89].

Figura3.25. Microscopia electronica de barrido con
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Figura 3.26. (a) Espectros FTIR membranas HAp-h/PVDF y (b) cuantificacion fases oy  en las
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En la figura 3.27 se observa la micrografia con EDS de la membrana de la muestra 1, se puede

observar la distribucion homogénea de la HAp hibrida en la matriz del PVDF, al igual que en el
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caso anterior se puede afirmar que el procesamiento por slip casting es un método que favorece la

distribucion homogénea de la HAp en la matriz del PVDF. El andlisis por EDS nos muestra la

presencia de HAp y de PVDF, no hay evidencia de los elementos traza de la HAp natural.
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Figura 3.27. Microscopia electronica de barrido con EDS de la membrana correspondiente a la

muestra 2.

3.3.3 Caracterizacion del compuesto HAp/PVDF conformado en pastillas
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Se caracterizaron pastillas del compuesto HAp/PVDF en concentraciones 5/95, 15/85 y 30/70
utilizando HAp-B y HAp-P como se muestra a continuacion. En la figura 3.28a se pueden observar
los espectros infrarrojos de las pastillas para las seis composiciones analizadas. Como se puede
observar los espectros son similares a los presentados por el material compuesto obtenido por el
método de slip casting. Los grupos funcionales son similares para las mismas composiciones, por
lo que el analisis es similar al presentado en el apartado 3.3.2. En la figura 3.28b se puede observar
el porcentaje de fase B en todas las composiciones; de lo que se puede concluir que

independientemente del método de conformado la transicion o—f3 se favorece.

La figura 3.29 presenta los resultados del ensayo Vickers a las pastillas formadas por HAp-
B/PVDF y HAp-P/PVDF en proporciones 5/95, 15/85 y 30/70 tratadas a 170°C. La microdureza
incremento con la adicion de HAp, presentandose un mayor aumento en los compuestos formados
por HAp-B que los formados con HAp-P. De acuerdo con Magalhdes y Nascimiento, este
comportamiento podria justificarse porque ademas de la presion de compactacion, otro factor que
influye significativamente en los resultados esta relacionado con la adicion de HAp puesto que
sirvio como refuerzo para la matriz polimérica [90, 91]. Asi mismo, los resultados obtenidos
pueden ser comparables con estudios realizados por Walden y colaboradores, quienes reportan un

valor medio de 27Hv para el hueso cortical [92].

23 —a— HAp-B/PVDF
—o— HAp-P/PVDF
21,1
A
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o
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218 174
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15,
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5/95 15/95 30/70

HAp/PVDF
Figura 3.29. Microdureza Vickers de pastillas HAp/PVDF
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En la figura 3.30 se presenta la microscopia Optica realizada a las pastillas; las figuras (a) y (b) son
las imagenes correspondientes a las muestras que presentan mayor porcentaje de PVDF, se ve
claramente que el porcentaje de HAp no es dpticamente detectado. En las imagenes (¢) y (d) el
porcentaje de HAp aument6 a 15% y se detecta la porosidad que genera el polvo cerdmico en la
matriz del polimero. Para la mayor concentracion de HAp (30%) se presentan las imagenes (e) y
(f), la porosidad generado por el polvo aumenta y en el momento de fracturarse la muestra

experimenta laminacion.

Figura 3.30 Imagenes microscopia optica de pastillas HAp/PVDF. (a)5/95B, (b) 5/95P, (¢)
15/85B, (d) 15/85P, (e) 30/70B y (f) 30/70P.

La figura 3.31 muestra la superficie de la pastilla compuesta por HAp-B/PVDF (5/95), se puede
observar una superficie homogénea. El andlisis EDS muestra la presencia de los elementos
caracteristicos del compuesto como son el F, P y Ca, los elementos en menor porcentaje que
contiene la HAp-B pueden no ser detectados por el pequeiio porcentaje de HAp de la composicion

analizada.
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Figura 3.32. microscopia de fracturas de pastillas en composiciones: (a) HAp-B/PVDF
(5/95), (b) HAp-B/PVDF (15/85), (¢) HAp-B/PVDF (30/70) y (d) HAp-P/PVDF (30/70).

La figura 3.32 muestra las imagenes SEM obtenidas para la fractura de las pastillas de HAp/PVDF.
En las imagenes de fractura se observan las particulas esféricas correspondientes a la morfologia
del PVDF en las composiciones 5/95 y 15/70, en la composicion 30/70 se observa la formacion de

fibras que pueden estar asociadas a la fundicion del PVDF y al proceso de fractura.

La porosidad del material es un parametro relevante para su uso en regeneracion ésea ya que
aumenta la accesibilidad de las células y vasos sanguineos dentro del area injertada. Mediante
ensayos de micro-CT se midio la porosidad de las muestras y se observo la distribucion de poros.
La figura 3.33 muestra las imégenes obtenidas al realizar micro-CT a las pastillas con las
concentraciones de HAp/PVDF (HAp-B y HAp-P) 5/95, 15/85 y 30/70. La primera columna en
todas las graficas corresponde a la imagen de una region paralela a la superficie de la muestra, la
segunda a un subvolumen y la tercera a la red de poros del subvolumen. En las iméagenes de la

primera columna en (b) y (d) se observa claramente una compactacioén no uniforme de la muestra,
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apareciendo regiones mas compactas, caracteristica del gradiente de densidad que resulta del

prensado uniaxial.

En la imagen de la segunda columna correspondiente al subvolumen analizado, se identifican dos
regiones, los pixeles mas claros corresponden al material menos denso (PVDF); se puede observar
que los poros de los compuestos fabricados con HAp-B estan distribuidos de forma mas

homogénea en el subvolumen comparados con los compuestos obtenidos con la HAp-P.

Las imagenes de la tercera columna estan compuestas por puntos que representan la porosidad
presente en las muestras. Las figuras asociadas a la HAp-B presentan poros mayores y mejor
distribuidos, mientras que las muestras fabricadas con HAp-P presentan poros pequeios, con
distribucion poco homogénea y aislados. Esto puede ser debido a la diferencia en el tamafio de
particula, ya que la HAp-P posee un tamafio menor y el proceso de densificacion por prensado
uniaxial puede hacer que la densificacion sea mas eficiente y su posterior tratamiento térmico con
el PVDF sea mas efectivo en el momento de la interaccion polimero-cerdmico. Como se mostrd
en la tabla 1.4, la temperatura de fusion del PVDF se encuentra entre 160y 172°C, y la temperatura
con la cual fueron conformadas las pastillas fue de 170°C, por lo que el polimero puede haberse

fundido “amarrando” las pequefas particulas.

Los biomateriales utilizados en cirugias ortopédicas, maxilofaciales y odontologicas para rellenar
pérdidas 6seas localizadas son el soporte de la osteoconduccion que permite a los osteoblastos
sintetizar hueso nuevo en la superficie; para un determinado biomaterial 6seo, su cantidad,
microarquitectura, grado de anisotropia, porosidad (conectada o no), son factores importantes a
considerar. En un material, la porosidad representa la cantidad de cavidades vacias, este parametro
estd relacionado con las propiedades mecanicas del mismo [93]. En la tercera columna de todas
las figuras, se observa la red de poros del subvolumen, la cual es una red de poros que no esta
interconectada por todo el subvolumen lo que puede influir en mejores propiedades mecanicas
como se menciond anteriormente, para regiones mas pequefias que el subvolumen, se puede
identificar la red de poros identificados por su aspecto compacto muy similares a los canales de

Havers presentes en algunos biomateriales de uso comun [65].
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&)
Figura 3.33. Imagenes microCT de pastillas HAp/PVDF. (a)5/95B, (b) 5/95P, (¢) 15/85B, (d)

15/85P, (e) 30/70B y (f) 30/70P.
La figura 3.34 muestra los porcentajes de porosidad obtenidos a través del analisis micro-CT y el
software Avizo 3D, los porcentajes de porosidad en las muestras varian entre 7,4 y 12,5% en las

composiciones evaluadas. Y de acuerdo con Bjornerem, quien ha utilizado Micro-CT para calcular
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la porosidad ha reportado valores entre 1 y 15% para el hueso cortical; este tipo de hueso,

constituye aproximadamente el 80% del esqueleto humano [94]. La porosidad de los compuestos

formados por HAp-P presentan una porosidad menor frente a los compuestos formados por HAp-

B. Lo anterior puede atribuirse al menor tamafno de particula de la HAp-P, que al compactarse y

quedar inmersas en el polimero fundido generan un empaquetamiento mas eficiente que el presente

en el compuesto con HAp-B, para el mismo porcentaje. Cuando aumenta el porcentaje de HAp-P

en el compuesto, la porosidad disminuye notablemente por lo anteriormente mencionado.
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Figura 3.34. Porcentaje de porosidad obtenido por micro-CT de los compuestos HAp/PDF en
pastilla.

Tabla 4.1. Parametros de reconstruccion 3D Micro-CT

. . Tamafiode | Volumen volumen

Muestra t?)/t(;lllzmrﬁ? Subvoltimen g/ %XEIFS del \:otx (Iales Voxel total de de poro
pums) (um?) ubvolumen otales (um) poros(um?) um)
5/95B 22124960 | 2112126,25 39991 418914 3,75 2112126,27| 52,82
5/95P 28505842 | 2667394,75 44565 476256 3,91 2667394,90( 59,85
15/85B 27336052 3426481 62385 497700 3.8 3426481,20( 54,92
15/85P 26619888 2457484 41030 444444 3,91 2457483,87 59,89
30/70B 26563294 | 2996942 52097 461760 3,86 2996942,06( 57,53
30/70P 28458896 | 2116537,75 37005 497568 3,85 2116537,83 57,20

De acuerdo con la tabla 4,1, los analisis fueron realizados tomando un Subvolumen de la muestra

con un tamafo de Voxel ~3,8um, ademas, fueron calculados los volumenes medios de poro en las
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muestras los cuales se encuentran entre 52,82 y 59,89um. Las muestras obtenidas presentan
similitud respecto a la porosidad del hueso natural presentando una arquitectura similar tanto a
biomateriales comerciales como a la estructura del hueso cortical, convirtiéndolo en un material

como potencial biomaterial.

En la figura 3.35 se muestra la simulacion de fluidos en los subvolumenes mostrados en la figura
3.33, es posible observar que los compuestos basados en HAp-B presentan mayores zonas donde
puede depositarse un fluido y las cuales pueden favorecer el proceso de vascularizacion. Para los
compuestos formados por HAp-P es posible observar que las zonas que pueden ser ocupadas por
un fluido son menos densas, mientras que, para las muestras formadas por HAp-B estas zonas son
mayores, este comportamiento puede estar asociado con el tamaio de particula, como se observo
mediante el andlisis SEM, las particulas de HAp-P son de menor tamafio que las particulas de

HAp-B por lo que al prensar el material este presentara una mejor compactacion disminuyendo

zonas vacias.

Figura 3.35. Imégenes simulacion de fluidos por microCT de pastillas HAp/PVDF. (a)5/95B, (b)
5/95P, (¢) 15/85B, (d) 15/85P, (e) 30/70B y (f) 30/70P.
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Los resultados obtenidos mediante analisis FTIR y DRX mostraron que se obtuvo HAp a partir de
hueso bovino y HAp+B-TCP a partir de hueso porcino a través de su calcinacion a 650°C, la HAp
obtenida corresponde a una HAp carbonatada tipo B, con porcentajes de CO32~ menor a 10%. Pudo
comprobarse mediante analisis EDS que esta HAp natural contiene elementos traza como: Mg, Zn

y Na, que de acuerdo con la literatura son beneficiosos para procesos de regeneracion osea.

De acuerdo con los andlisis FTIR, a partir de la HAp natural se pueden fabricar materiales
compuestos ceramica/polimero, como el HAp/PVDF, donde el polimero potencia las propiedades
del conjunto por su naturaleza piezoeléctrica. El material compuesto HAp/PVDF en polvo, tiene
un porcentaje pequeno de fase electroactiva lo que no lo hace un buen candidato para aplicaciones
en las que se busca potenciar el efecto piezoeléctrico. Mientras que, la incorporaciéon de HAp en
la matriz del PVDF y su procesamiento mediante slip casting y prensado uniaxial potenciaron la
transicion del PVDF a la fase electroactiva f3, siendo esta la fase de interés ya que beneficia el

proceso de regeneracion Osea, segun hallazgos de otros investigadores.

Los compuestos HAp/PVDF en membrana y pastilla de acuerdo con analisis FTIR y SEM poseen
propiedades estructurales y microestructurales que de acuerdo con la literatura los convierten en

una buena alternativa para ser usados como biomateriales para la regeneracion osea.

Mediante ensayos de microdureza, se encontr6d que la adicion de HAp en el PVDF y el prensado

uniaxial reforzaron la matriz polimérica, obteniendo una microdureza mayor con la HAp-B.

La arquitectura de las muestras y sus valores de porosidad obtenidos mediante Micro-CT son
similares a los reportados en la literatura para el hueso cortical lo que permite concluir que las

pastillas obtenidas son buenas candidatas para ser usadas en regeneracion Osea.

Por consiguiente, desde la experiencia personal que he adquirido a lo largo del desarrollo de este
trabajo de investigacion, he llegado a la conclusion que he reforzado mis conocimientos,
apropidandome de ellos, en lo referente a la sintesis y obtencion de biomateriales, técnicas de
andlisis y andlisis de los resultados; profundicé desde una perspectiva tanto tedrica como
experimental en el drea de los biomateriales para regeneracion dsea, abriendo asi un abanico de

opciones en este campo de investigacion.
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En conclusioén, se obtuvieron compuestos HAp/PVDF utilizando HAp obtenida de hueso bovino
y porcino, con caracteristicas fisicas y quimicas que los convierten en biomateriales potenciales

para la regeneracion Osea.
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